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1.0ZET

HISTON DEASETILAZ INHIBITORU VORINOSTATIN
RATLARDA OLUSTURULAN SIiSPLATIN
NEFROTOKSISITESI UZERINE KORUYUCU ETKILERI
Ogrencinin Adi ve Soyadi: Dr. Yasar YILDIRIM

Damsman: Prof. Dr. Meral ERDINC
Anabilim Dali: Tibbi Farmakoloji AD.

1.1.Tiirkce Ozet

Amag: Bu caligmada ratlarda sisplatin ile olusturulan nefrotoksisite iizerine histon

deasetilaz inhibitorii vorinostatin etkilerinin arastirilmasi amag¢lanmistir.

Gerec¢ ve Yontem: Arastirmada, 32 adet Sprague-Dawley cinsi erkek rat 4 gruba
ayrildi. 1.grup Kontrol grubu, 2.grup Sisplatin grubu, 3.grup Vorinostat+Sisplatin
grubu ve 4.grup Vorinostat grubu. 1.gruba tek doz i.p. salin verildi. 2.gruba 5 mg/kg
tek doz sisplatin i.p. verildi. 3.gruba once 24 saat arayla 50mg/kg iki doz vorinostat
i.p. verildi ve son vorinostat dozundan 6 saat sonra tek doz 5 mg/kg sisplatin i.p.
verildi. 4. Gruba ise 24 saat arayla 50mg/kg iki doz vorinostat i.p. verildi. Tim
gruplarda son ilag uygulanmasindan 5 giin sonra anestezi altinda laparotomi
yapilarak bobrekler izole edildi. Sol bobrekler perfiizyon basinct dlglimleri igin
langendorff diizenegi ile perfiize edildi. Sag bobrekler histopatolojik inceleme,
Western-Blot analizleri (TNF-alfa, p21, PUMA-alfa) ve MDA ©&lgiimleri igin

kullanildi. Ratlardan kardiak kan alinarak serum iire ve kreatinin diizeyleri 6l¢iildii.

Bulgular: Sisplatin grubunda iire ve kreatinin, TNF-alfa, p21 ve PUMA-alfa
diizeyleri Kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak yiiksek bulundu ve bu
nefrotoksisite lehine degerlendirildi. Ayrica Sisplatin grubunda artan perfiizyon
basinglar1 ve tiibiiler atrofi, epitel deskuamasyonu, debris, tiibiiler limende nekrotik

materyal ve interstisyel dokuda lenfosit yogunlugu gibi histopatolojik degisimler



nefrotoksisiteyi destekledi. Vorinostat+Sisplatin grubundaki ayni parametrelerin

Sisplatin grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldig1 goriildii.

Sonu¢: Sonug¢ olarak, vorinostatin sisplatine bagli gelisen nefrotoksisite iizerine

koruyucu etkileri oldugu goriildii.

Anahtar kelimeler: Vorinostat, sisplatin, nefrotoksisite, p21, PUMA-alfa, TNF-alfa



PROTECTIVE EFFECTS OF HISTONE DEACETYLASE
INHIBITOR VORINOSTAT ON CISPLATIN NEFROTOXICITY

IN RATS
Student’s Surname and Name: Dr. YILDIRIM Yasar
Adviser of Thesis: Prof. Dr. ERDINC Meral

Department: Medical Pharmacology

1.2. Abstract

Aim: In this study, we aimed to investigate the effect of vorinostat -histone

deacetylase inhibitor-on cisplatin-induced nephrotoxicity in rats.

Material and Method: 32 male Sprague-Dawley rats were divided into 4 groups.
1.Control group, 2.Cisplatin group, 3.Vorinostat+Cisplatin group and 4.Vorinostat
group. A single dose of i.p. saline was given to the first group. In the second group, a
single dose of cisplatin (5 mg/kg i.p. ) was given. In the third group, two doses of
50mg/kg vorinostat was injected i.p. with a 24 hours interval and 6 hours after the
last dose of vorinostat, a single dose of 5 mg/kg i.p. cisplatin was given. In the forth
group, two doses of 50mg/kg vorinostat was injected i.p. with a 24 hours interval. In
all groups, 5 days after the last doses rats were anesthetized and with a laparotomy
left kidneys were isolated and perfused via renal artery by Langendorff system and
used for perfusion pressure measurement. Right kidneys were isolated for
histopathological evaluation, Western-Blot analysis (TNF-alpha, p21, PUMA-alpha)
and MDA measurements. Blood was drawn by cardiac puncture to measure serum

urea and creatinine consantration.

Results: Perfusion pressures, serum urea and creatinine levels, TNF-alpha, p21 and
PUMA-alpha and MDA levels were found to be significantly higher in the Cisplatin
group compared to the Control group and this was evaluated for nephrotoxicity. In
addition, histopathological changes such as tubular atrophy, epithelial desquamation,

debris, necrotic material in the tubular lumen and lymphocyte density in the



interstitial tissue supported nephrotoxicity. All these parameters significantly

decreased in the Vorinostat+Cisplatin group compared to the Cisplatin group.

Conclusions: As a result it was observed that vorinostat has protective effects on

cisplatin-induced nephrotoxicity.

Key Words: Vorinostat, cisplatin, nephrotoxicity, p21, PUMA-alfa, TNF-alfa



2. GIRIS VE AMAC

Sisplatin, uzun yillardan beri ¢esitli solid tiimorlerin tedavisinde kullanilan
kemoterapotik bir ajandir. Sisplatinin  kemoterapotik  olarak  kullanilmaya
baglanmasiyla birlikte c¢esitli yan etkileri de ortaya ¢ikmustir. Sisplatinin yan
etkilerinden en Onemlisi nefrotoksisitedir (1,2). Bu yan etkinin ortaya ¢ikmasi,
sisplatinin kanser tedavisinde etkin sekilde kullanilmasinin 6niindeki en 6nemli engel
olmustur. Sisplatin nefrotoksisitesinin etiyolojisinde birden fazla faktor rol
almaktadir. Bunlarin baslicalari; renal kan akiminda azalma, artmis renal vaskiiler
rezistans, ilacin tiibiiler hiicre DNA’s1 ile etkilesimi ve bunun sonucunda proksimal
tiblil disfonksiyonu gelisimi, tiibiil hiicrelerindeki Na-K ATPaz aktivitesinin
inhibisyonu, mitokondriyal bozukluklar, oksidatif stres, peroksidasyona karsi
koruyucu enzim aktivitelerinde azalmalar ve renin-anjiotensin-aldesteron
sistemindeki degisikliklerdir (3). Yapilan caligmalar, sisplatinin neden oldugu
nefrotoksisitenin zemininde inflamasyon, apoptoz ve nekroptoz gibi patolojik
mekanizmalarin yer aldigin1 gostermistir (3,4). Son yillarda histonlarin asetilasyonu
ve deasetilasyonunun; tiimor gelisimi, enflamasyon, hiicre yaslanmasi ve benzeri
bircok hiicresel olayda etkin olduguna dair epigenetik temelli calismalar yapilmistir

(5-6).

Histonlar1 asetilleyen enzim histon asetiltransferaz (HAT), deasetilleyen enzim
ise histon deasetilaz (HDAC)’dir. HDAC, histondan asetil gruplarini ayirarak
transkripsiyon baskilayicisi gibi etki gosterirler (7) ve histon deasetilaz inhibitérleri
(HDAC:1) bu baskilamay1 selektif olarak degistirebilirler (8). Bu ajanlar halen kanser
tedavisinde potansiyel ilag olarak kullanilirken, yapilan hiicre ¢alismalarinda hiicre
siklusu durmasi, hiicre farklilagmasi, anti-anjiogenez ve otofaji gibi etkilerin elde
edilmesiyle bagka hastaliklarin tedavisinde umut vadettigi diisiiniilerek bircok in

vitro ve in vivo ¢aligmalar yapilmistir (9-14)

HDACI ailesi; kisa zincirli yag asitleri, trisiklik tetrapeptitler, benzamidler ve
hidroksamik asit tlirevlerinden olusmaktadir (15). Caligmamizda kullandigimiz



vorinostat, bir hidroksamik asit tiirevi olup 1. ( HDACI1, HDAC2 ve HDAC3 ) ve 2.
sinif ( HDAC6 ) HDAC enzimleri iizerindeki inhibe edici etkisi sayesinde; doku
diizeyinde immun yanit modiilasyonu, anjiyogenez inhibisyonu, hiicresel diizeyde
farklilasma, aggrezom olusumu, hiicre motilitesi, apoptoz ve hiicre siklusunun
devami gibi biyolojik siiregler iizerinde ¢esitli etkilere sahiptir (16). Bu etkiler
1s18inda; vorinostatin noroprotektif (17), kardiyoprotektif (18), antiinflamatuar (19)

ve nefroprotektif (20) etkinliklerini gosteren bir¢ok bilimsel ¢alisma yapilmistir.

Sisplatinin neden oldugu nefrotoksisitenin (6zellikle akut bobrek hasari)
tedavisi i¢in bugiine kadar bir¢ok yontem denenmis ancak tam bir terapétik etkinlik
elde edilememistir. Salin ile hidrasyon, magnezyum takviyesi, mannitol ve amifostin
tedavisi sisplatin nefrotoksisitesini belirgin oranda diisiirmede yaygin kabul gérmiis
uygulamalar olmuslardir (21,22). Ancak bazi yaklagimlar ya tam bir iyilesme
saglayamamis ya da antitiimoral etkinligi azalttiklart igin tedavide tercih
edilmemislerdir (22,23). Giiniimiizde sisplatine bagl akut bobrek hasarini diizeltmek
icin bol hidrasyon ve magnezyum takviyesi gegerliligini koruyan etkin bir klinik
yaklasim olmakla beraber, bu da tam bir diizelme saglamadigi icin bazi1 hastalarda

sisplatin tedavisinden vazgecilmesine sebebiyet vermektedir (24).

Rat proksimal tiibiil hiicre kiiltiiriinde yapilan bir ¢alismada; sisplatin verilerek
hiicrelerin %40-50’sinde apoptoz meydana geldigi, daha sonra verilen vorinostatin
apoptozu %20-30’a diisiirerek koruyucu etki gosterdigi bildirilmis (20), vorinostatin
tiibiil hiicrelerindeki sisplatin nedenli apoptozu azaltirken, HCT116 kolon kanser
hiicrelerinde sisplatin tedavisinde in vitro olarak apoptozu artirdigi, in vivo olarak
HDACi nin sisplatin ile birlikte kullanilirken bir yandan protektif bir yandan da

antikanser etki edebilecegini gostermistir.

Bu c¢alismada amacimiz deneysel olarak sisplatin ile ratlarda olusturulan
nefrotoksisite modelinde, sisplatinin izole perfiize bobrekte renal vaskiiler rezistansi
gosteren renal perflizyon basinci lizerine etkilerini ve beraberinde bobrek dokusunda
histopatolojik ve hiicresel gen diizeyinde meydana gelen degisiklikleri incelemek ve

histon deasetilaz inhibitorii olan vorinostatin koruyucu etkilerini arastirmaktir.



3. GENEL BILGILER

3.1. Nefrotoksisite

Tipik bir bobrek; kandaki atiklar filtreleyen, kan pH’m1 diizenleyen, viicudun
s1vi dengesini saglayan ve kirmizi kan hiicresi yapimi, kemik saglig1 ve kan basinci
regiilasyonu gibi hormonal fonksiyonlar1 yerine getirmek i¢in isbirligi i¢inde ¢alisan
en az bir milyon adet nefrona sahiptir. Nefron; glomeriil, proksimal tiibiil, henle
kulpu, distal tiibiil ve toplayici tiibiillerden olusurken nefrotoksinlere maruz kalan

esas boliim proksimal tiibtildiir (1).

Insanlar; yasamlar1 boyunca bilerek ya da bilmeyerek bobreklere zarar verme
potansiyeline sahip bir¢ok kimyasala maruz kalirlar. Dogal maddelerden endiistriyel
kimyasallara, bunlardan cevresel atiklara kadar kimyasal yapis1 farkli bir¢ok ajan
nefrotoksisiteye neden olmaktadir. Ornegin HgCl, (agir metal), fumosin B (mantar
zehiri), siklosporin A (immunsupresif ajan) ve aminoglikozid (antibiyotik) yapisal
olarak benzer olmamalarina ragmen hepsi de akut bobrek yetmezligine neden olurlar.
Bununla birlikte bobrek hiicre hasarindaki hiicresel hedeflerin ve hiicresel hasar

mekanizmalarinin etken kimyasala gore farklilik gostermesi sasirtict olmayacaktir

(4).

3.1.1. Nefrotoksisiteye yatkinlik olusturan durumlar

Tiibiil hiicreleri, dolasan kimyasallara orantisiz maruziyetleri ve yliksek hiicre
i¢i konsantrasyona neden olan transport siirecinden dolay1 6zellikle toksik hasara ¢ok
aciktir. Bir kimyasalin ya da metabolitinin iki yolla toksisiteye neden oldugu
diistiniiliiyor. Birincisi; hiicresel makromolekiillere kovalent ya da non-kovalent
baglanmak, ikincisi ise serbest oksijen radikali liretmek. Her iki durumda da
makromolekiiller, hiicresel hasar yoniinde calismaya baslar. Ornegin; hiicre
membrant lipid ve proteinleri, niikleus, lizozom, mitokondri ve sitoplazma biitiin

toksinlerin hedefi olur. Eger toksin oksidatif strese yol agarsa hem lipid



peroksidasyonu hem de protein peroksidasyonu hiicre hasarma katkida bulunur.
Bir¢ok vakada mitokondri, toksinler i¢in dnemli bir hedeftir ve ortaya ¢ikan ATP
azlig1 bobregin aerobik metabolizmasimin enerji gereksiniminden dolayr hiicre
hasarmma neden olur. ATP kaybi, hiicresel iyon homeostazini bozarak membran
depolarizasyonunu olumsuz yonde etkiler. Sitozolik serbest Ca*? artis1, hiicre
hasarmin erken ya da ileri sathasinda ortaya ¢ikar ve hiicre 6liimiinde kritik dneme
sahiptir (Ca* artis1, Ca*? bagimli nétral proteazlari (kalpainler) aktive ederek hiicre
hasarma neden olur). Hiicre hasarimin geg¢ fazi boyunca, artmis CI™ influksunu takip

eden, hiicre lizisine neden olan biiyiik molekiillerin hiicre igine girisi gortiliir (4).

3.1.2. Nefrotoksisitede oksidatif hasar teorisi

Oksidatif hasarda ozellikle iki enzim rol oynar; 1- Fosfolipaz A2; oksidatif
hasar boyunca hiicre i¢inde yiikselir ve hiicre hasarmma neden olan enzim ailesine
aittir. 2- Kaspazlar; yine oksidatif hasari takiben aktive olarak hiicre hasarina neden
olan sistein proteaz ailesine aittir. Bu maruziyet siirecinde hiicreler apoptoz ya da

onkoz mekanizmalari ile hasara ugrarlar ya da oliirler (4).

3.1.3. Bobreklerin toksik hasara duyarh olmasi

Bobreklerin  kardiyak outputun %25’ini1 karsilamasi, vazoaktif bilesenlere
duyarli olmasi, toksinleri, emilim ve sekresyon asamalarinda konsantre etmeleri,
bir¢ok transport proteininin intraseliiler toksin konsantrasyonunu indirekt olarak
artirmasi, genis liimen ylizey alani ve genis biyotransformasyon kapasitesi toksik

hasara duyarliliklarini artirir (4).

3.1.4. Bobregi toksik hasara yatkin hale getiren durumlar

Mevcut renal disfonksiyon, dehidratasyon, diyabet, bircok nefrotoksine birden

maruz kalma bobregi toksik hasara yatkin hale getirir (4).



3.1.5. Nefrotoksisite gelisimine neden olan mekanizmalar

Nefrotoksisite, kemoterapi siirecinin en biiyiik yan etkilerinden birisidir.
Nefrotoksisite gelisimine neden olan mekanizmalar; oksidatif stres, DNA etkilesimi,
inflamasyon, mitokondriyal disfonksiyon, tiibiil epitel hiicrelerine direkt toksik
etkidir (3)

3.1.6. Nefrotoksinler ve etkileri

Nefrotoksinler, bobregin farkli bolgelerine etki ederek farkli sonuglara neden
olabilirler. NSAII’lar, ACE inhibitorleri, siklosporin A ve radyokontrast maddeler
vazokonstriksiyona neden olurken; altin, IFN-alfa ve penisilamin glomeriiler
fonksiyon kaybi (proteiniiri) yapar. Birgok nefrotoksin tiibiiler epitel hiicreleri direkt
olarak hasara ugratir. Aminoglikozidler, sefaloridin, kadmiyum klorid ve potasyum
dikromat proksimal tubuliin S1 ve S2 segmentlerini etkilerken; sisplatin, civa kloriir
ve diklorovinil-L-sistein S3 segmenti etkiler. Sefalosporinler, kadmiyum klorid ve
NSAII’lar interstisyel nefrite neden olurken; fenasetin renal papiller nekroza neden
olur (4).
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Sekil 1. Bobrege toksik etkili maddelerin etkili oldugu alanlar (4)



3.2. Sisplatin
3.2.1. Sisplatin

Bakterileri bir elektrik sahasinda 6ldiirmeyi amaglayan Barnett Rosenberg
tarafindan tesadiifen kesfedilmistir. Rosenberg, bakterilerin elektrik saha yiiziinden
degil sahada bulunan platin elektrodlarindan yayilan bir bilesik (cis-
diamminedichloroplatinum2) nedeniyle 6ldiiglini fark etmistir (25). Sisplatin, CI°
konsantrasyonunun gorece yiiksek oldugu kanda degismeden kalir. Ancak ne zaman
ki CI" konsantrasyonunun diisiik oldugu hiicre igine girer o zaman iki CI" atomu bir
su molekiilii ile sisplatine eklenir ve sisplatin hidrolize olur (sulu metabolit). Bu sulu
form, guaninin N7 pozisyonuna baglanir ve DNA sarmalinda capraz baglar
olusturarak sitotoksik mekanizmay1 baglatir. Bunun disinda bir de serbest oksijen
radikalleri agiga ¢ikaran mitokondri hasarina neden olur. Sisplatinin renal transport
sisteminde fazlaca bulunmasi ve oksidatif stresin gelismesi, bobrege neden daha ¢ok

zarar verdigini agiklar (25).
H,N NH.,
\ J/

Pt2+

CI'/ \CI'

Sekil 2. Sisplatinin molekiiler yapisi

3.2.2. Sisplatinin kullanim ve etkileri

Sisplatin; bag-boyun, akciger, 6zofagus, mesane, testis, over, serviks, meme,
beyin (26), rahim (27), mide (28) gibi malign hastaliklarin tedavisinde sik kullanilan
bir kemoterapi ilacidir. Kimyasal adi cis-diamminedichloroplatinum2 olup cis
konfigiirasyonunda iki adet klorid ligandi tasir (26) (Sekil 2). Sisplatin, DNA’daki

piirin bazlarla capraz baglar kurar ve DNA sentezini bozar (29). Bozulmus hiicre
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boliinmesi, sisplatinin en 6nemli etkisidir ve buna bagli olarak en yiiksek aktivitesini
hizli ¢ogalan hiicrelerde gosterir (29). Mide-barsak kanalindan absorbe edilmez,
sadece intravendz (i.v.) uygulanir. Dokulara, plazma proteinlerine %90 oraninda ve
kismen geri doniigsiiz olarak baglanir. Verilisinden sonra dort ay siire ile bobrek
dokusunda platin saptanabilir. Eliminasyon yarilanma 6mrii 60 saat kadardir (30).
Sisplatine bagli en sik gozlenen doz bagimli ve kiimiilatif yan etki, hastalarin %30-

40’1nda ortaya ¢ikan nefrotoksisitedir (31).

3.2.3. Sisplatin nefrotoksisitesi

Klinikte, akut bobrek hasari, tuz ya da magnezyum kaybi ve bobregin idrari
konsantre etme yeteneginin azalmasi olarak kendini gosterir (31). Sisplatine bagh
renal yetmezIlik, bu maddenin bobrekte birikerek biyotransformasyona ugramasi
sonucu ortaya ¢ikar (31). Sisplatin nefrotoksisitesinin iyilestirilmesi ya da 6nlenmesi;
hidrasyon, magnezyum takviyesi (8-16 mEq) ya da yliksek doz sisplatin alan ve/veya
hipertansiyonu olan hastalarda mannitol ile zorlu dilirez gibi destek tedavileri ile
saglanmaya caligilir (21). Ancak mannitol tedavisi fazla diiireze ve buna bagh olarak
dehidratasyona neden oldugu i¢in, yiiksek doz sisplatin alan hastalarda giivenli ve
etkili bir renoprotektif ilaca ihtiyag duyulmustur (32). 2019 yilina kadar; amifostin
(ethanethiol,2-[(3-aminopropyl)amino]dihydrogen phosphate ester)], sisplatinin yan
etkilerine kars1 nefroprotektif oldugu bilinen en yaygm kullanilan ilagtir ancak
ototoksisite, hipotansiyon, vertigo, hipokalsemi, ciddi bulant1 ve kusma gibi bircok
yan etki bu ilacin klinik kullanimini smirlandirmigtir (22). Diger tiyol kaynagi
sitoprotektif ajanlar (diethyl-dithiocarbamate, reducedglutathionum ve sodium
thiosulphate) sisplatine bagli nefrotoksisiteyi azaltiyor gibi goriinseler de hepsi de

klinik kullanimlarini sinirlayan istenmeyen timor koruyucu etki gosterir (23).

3.2.4. Sisplatinin hiicre icine transportu ve metabolizmasi
3.2.4.1. Sisplatinin bobrek hiicrelerinde birikimi

Glomeriiler filtrasyon ve tiibliler sekresyon esnasinda sisplatin bdbreklerde

birikir (33). Renal proksimal tiibiil epitel hiicreleri idrardaki ekskrete edilen
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ksenobiyotiklere en ¢ok maruz kalan hiicrelerdir (34). Proksimal tiibiil epitel
hiicrelerindeki sisplatin konsantrasyonunun kandakinin bes kat1 olmasi, bu durumun
bir sonucudur (33). Bu yiizden sisplatin kanda toksik olmayan diizeyde bile olsa
bobrekte toksik diizeye ulasabilir ve proksimal tiibiil S3 segmentinde meydana gelen
ciddi hasara bagli renal disfonksiyona neden olabilir (35). Sisplatinin hiicresel
birikimine aracilik eden 6nemli bir mekanizma bu ilacin tasiyict aracili alimidir

(uptake).

Sisplatini hiicre membranindan hiicre igine/disina gotiiren tasiyicilar;
1-Organik katyon tasiyict 2 (OCT2)

2-Bakir tastyicr 1 (Ctrl)

3-Multidrug extrusion transporter 1 (MATEL) (36).

OCT2, sisplatinin absorbsiyonu ig¢in ana gorevli tasiyiciyken; MATEL,
sisplatinin proksimal tubulden idrara tasinmasinda (ekskresyon) rol alir (37).
Bununla birlikte, cinsiyet farkliligi sisplatine bagli akut bobrek hasart icin
belirleyicidir ve sisplatin nefrotoksisitesi biiyilkk oranda erkek siganlarda
gosterilmistir. Bu da proksimal tiiblil hiicrelerindeki OCT2’nin disilerde daha az
eksprese edilmesiyle aciklanmistir (38). Bu arada hipomagnezeminin OCT2
iretimini provoke ettigi, bunun da sisplatinin bobrege alimini artirdig1 gorilmiustiir
(39). Birgok klinik galigmadan elde edilen verilere gore; magnezyum replasmaninin
proksimal tiibiil hiicrelerindeki OCT2 ekspresyonunu baskilayarak sisplatin
nefrotoksisitesini 1yilestirdigi/onledigi saptanmistir (39). Bundan dolay1; magnezyum
takviyesi (8-16 mEq) ile birlikte kisa siireli ve diigiik voliimlii hidrasyon, sisplatinin
neden oldugu renal hasari 6nlemek i¢in giiniimiizde halen kullanilmaktadir (21).
Sisplatinin ekstraseliiler biyotransformasyonu, ilag renal epitel hiicrelerinin apikal
ylizeyine ulagir ulagsmaz baslar. Sisplatin nefrotoksisitesinin ilk basamagi, dolasimda
glutatyon konjugatlart olusumudur (glutatyon-S-transferazin aracilik ettigi bir
reaksiyon ile). Glutatyon konjugatlari bdbrege girdikten sonra, GGT
(gamaglutamiltranspeptidaz) tarafindan proksimal tiibiil hiicreleri ylizeyinde sisteinil-

glisin konjugatlarina doniistiiriliir.

12



Sisplatin ﬁ TNF - &
CTRL ocT 1 TNER
S

_\t Sisplatin —

— ) —— MAPK

— - DNA hasarn \H\“
™ L
ﬁlﬂ-!- «— 1f psa € » {jROS *

sitokrom C salinimi

ATP azalmasl ~— . m;ﬁ ER stresi f
kaspaz 9 — ¥ l ;"l
— ¥,
kaspaz 12
kaspaz 3/6/7 /Z P /
!E--___‘____
77— kaspazs ¥

apoptoz -

FI.IMh—cuI'IUD 1 mitokondri disfonksiyonu ]'{j

nekroz

Sekil 3. Sisplatin kaynakli epitelyal hiicre 6liim yolaklari. “Sisplatin, bobrek epitel hiicrelerine
OCT?2 ve daha az da Ctrl araciligtyla girer. Sisplatin hem mitokondiyal hem de mitokondri dis1

apoptoz ve nekroz yolaklarini aktive eden serbest oksijen radikalleri {iretimine, niikleer ve

mitokondriyal DNA hasarina neden olur” (31)

Sisteinil-glisin konjugatlari, yine proksimal tiibiil hiicre yiizeyinde bulunan
aminopeptidazlar tarafindan sistein konjugatlarina metabolize edilirler . Bu sistein
konjugatlart ise proksimal tiibiil hiicrelerine alinarak, sistein-s-konjugat beta-liyaz

tarafindan yiiksek derecede reaktif tiyollere doniistiiriiliirler (40).

3.2.4.2. Proksimal tiibiile alinim ve birikim

Renal hasarin biiytik bir kismi, proksimal tiibiiliin S3 segmenti denilen bdbrek
medullasinin  kortekse yakin kisminda meydana gelir. Proksimal tiibiil epitel
hiicrelerindeki sisplatin akiimiilasyonu, kandaki sisplatin konsantrasyonunun bes
katidir (41). Intraseliiler olaraksa en yiiksek sisplatin konsantrasyonu sitozol,

mitokondri, niikleus ve mikrozomlarda goriiliir. Proksimal tiibiil epitel hiicrelerindeki
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sisplatin  toksisitesi morfolojik olarak; tiibiiler nekroz, mikrovillus kayb,
lizozomlarda say1 ve boyut degisikligi ve mitokondiyal vakuolizasyon olarak kendini
gosterir. Bu yapisal degisikliklere bir¢ok organelin fonksiyon bozukluklar1 da eslik
eder. Bu arada, iki belirgin patofizyolojik mekanizma, hiicresel hasarin ana

tetikleyicileri olarak géze ¢arpmaktadir;

1- protein sentezinin inhibisyonu

2- glutatyon deplesyonu

Bunlarla beraber; mitokondriyal hasar, membran transport proteinlerinin

inhibisyonu ve lipid peroksidasyonu hiicre hasarinin gostergeleri olarak ortaya ¢ikar

(42).

3.2.5. Sisplatin sitotoksisitesi

3.2.5.1. Sisplatinin hiicresel hedefleri

Platin bilesiklerinin toksik etkilerini DNA ile etkilesime gecerek ortaya
cikardiklart diisiiniiliiyor. Hiicre i¢i gibi akéz (sulu) bir ortamda, sisplatinin klorid
ligandlar1 su tarafindan eklenir ve pozitif yiiklii bir elektrofil ortaya ¢ikar. Bu
elektrofil;, DNA, RNA ve diger protein bileskeleri olusturacak intraseliiler
makromolekiillerin niikleofilik yiizleriyle etkilesir (43). Sisplatin hizli ¢ogalan
hiicrelerde DNA’ya baglanarak, sarmali¢i ve sarmallararasi ¢apraz baglar olusturur
ve DNA sentezini ve replikasyonunu durdurur (44). Bu da sisplatinin DNA hasari
lizerinden antitimor etkisini agiklar (45). Buna karsin Mandic ve arkadaslari,
cekirdegi ¢ikarilmis hiicrelerin sisplatin nedenli apoptozunun  DNA hasari
gelismeksizin ortaya c¢ikabildigini gostermislerdir (46). Bazi yayinlar, mitokondri
DNA’sinin ya da diger mitokondriyal yapilarin, sisplatine bagli hiicre oliimiinde
DNA hasarindan daha 6nemli olabilecegine isaret etmislerdir (47). Pozitif yikli
sisplatin, negatif yiiklii olan mitokondride kolaylikla birikebilir. Buna gore; bazi
hiicrelerin sisplatine olan duyarliligi, o hiicrelerdeki mitokondri yogunluguna ve

mitokondri membran potansiyeline bagl oldugu disiiniilebilir (48). Proksimal tiibiil

14



hiicreleri, bobrekteki en yogun mitokondri icerigine sahip hiicreler olduklart igin, bu
yaklagim, bu hiicrelerin sisplatin toksisitesine neden daha duyarli olduklarin

aciklayabilir (49).

3.2.5.2. Sisplatinin neden oldugu bobrek hasarimin patofizyolojisi

Diistik molekiil agirlikli ve yliksiiz sisplatin glomeriilden serbestce siiziilerek
medulla ve kortekste bulunan proksimal tiibiil segmentlerinde en yiiksek seviyeye
ulasir (42). Zaten bu boélgeler sisplatinin neden oldugu bobrek hasarmin en ¢ok
goriildiigii alanlardir (50). Bu hasar, patofizyolojik olarak dort tiptir; vaskiiler hasar
(vazokonstriksiyon), glomeriiler hasar (kapillerler, bazal membran, podositler,
mezengiyal hiicreler, parietal hiicreler), tubuler toksisite (apoptoz ya da nekroz) ve

interstisyel hasar (inflamatuar yanita bagli hasar) (42)

3.2.5.3. Sisplatin kaynakh hiicre siklus degisimleri ve hiicre oliimii ile ilgili
molekiiler mekanizmalar

Sisplatin nefrotoksisitesi doz bagimlidir ve bdbrek hiicrelerinin nekroz,
apoptoz ve nekroptozu ile iliskilidir (51). In vitro ¢aligmalar, nekrotik hiicre
6liimiiniin yliksek doz sisplatin ile gerceklesirken, apoptozun ise diisiik doz sisplatin

ile ortaya ¢iktigini gostermistir (52).

Sisplatin; sitokrom c, apoptoz indiikleyici faktor (AIF) ve endoniikleaz G
salinimi ile sonucglanan kaspaz3, kaspaz8 ve kaspaz9’un aktivasyonuna ve Bax
geninin mitokondriye translokasyonuna neden olur (52,53). Nekroz ve apoptoza ek

olarak sisplatin tedavisinde nekroptoz” da gézlenmistir.

“Nekroptoz Nedir?: Morfolojik olarak nekroza, mekanizma olarak apoptoza benzeyen bir hiicre
olim yolagidir. Anahtar morfolojik 6zellikleri; hiicre ve organellerin sismesi ve plazma membran
riptiiriidiir. Mekanizmas1 ise genetik olarak programlanmis sinyal iletimi olaylari ( genetically
programmed signal transduction events) ile tetiklenir. Mekanizma su algoritma ile 6zetlenebilir:
Tiimor nekroz faktdrii (TNF), Tiimor nekroz faktorii reseptoriil (TNFR1)’i uyarir. RIP1 (receptor
interacting protein), RIP3 ve kaspaz-8 TNFR1 e sitozolik yiizeyde baglanir ve kompleks olustururlar.
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Eger bu kompleks kaspaz 8’1 aktive ederse apoptoz baslar; eger kaspaz 8’1 aktive edemezse nekrozom
olugur. Nekrozom ise birgok tiimoér ile iligkilidir. Nekroptozun islev gordigii birkag klinik durum;
kemik biiyiime plaklarinin kapanmasi, reperfiizyon hasari, akut pankreatit, steatohepatit, Parkinson

hastalig1 (Sekil 3)

3.2.6. Sisplatin toksisitesinde apoptotik yolaklar

Sisplatine bagli renal epitel hiicre Oliimiinde bircok apoptotik yolak
tanimlanmistir. Bunlar; TNF reseptorleri ve Fas gibi hiicre 6liim reseptorlerini igeren
ekstrinsik yolak, intrinsik mitokondriyal yolak ve endoplazmik retikulum stres
yolagidir (54).

3.2.6.1. Sisplatin ve kaspazlar (ekstrinsik yolak)

Kaspazlar, hem in vitro hem de in vivo olarak sisplatin nedenli renal epitel
hiicre 6liimiine neden oldugu bilinen apoptoz siirecinde 6nemli rol oynayan hiicre
6liim proteazlari ailesidir (55). Hem p53 nedenli kaspaz-6 ve kaspaz-7’nin uyarilmasi
(56) hem de p53 bagimsiz kaspazlarin Bax/Bak eksenli sitokrom ¢ salinimi sonucu
uyarilmasi, sisplatinin tiibiiler epitelyum hiicrelerini 6ldiirmesine katkida bulunur

(55).

Ligandlar, hiicre membrani {izerindeki 6liim reseptorlerine baglanarak kaspaz-
8’1 aktive ederler. Bu da diger kaspazlari aktive ederek apoptozu indiikler (57).
Bilinen en 6nemli 6liim reseptorleri; Fas, TNF-alfa ve TNF reseptor (TNFR) 1 ve
2°dir. Sisplatin bu 6liim reseptdrlerini indiikler. Tsuruya ve arkadaslari; TNFR1 ve
Fas’tan yoksun birakilmis renal epitel hiicrelerinin sisplatin nedenli hiicre 6liimiine
kars1 direngli olduklarini (54), Seth ve arkadaslari; sisplatinin, kaspaz-8 aktivitesini
artirdigini (58), Takeda ve arkadaslari ise kaspaz-8 inhibisyonunun sisplatin nedenli

hiicre 6liimiinii azalttigini (59) in vitro deneylerle gostermislerdir.
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3.2.6.2. Sisplatin ve intrinsik mitokondriyal yolak

Renal epitel hiicrelerinin sisplatine maruziyeti Bax’in mitokondriye
translokasyonu ile sonuglanir ve kaspaz-2 aktivasyonu, sitokrom-c ve endoniikleaz-G
gibi maddelerin mitokondriden salinmasi, kaspaz-9 aktivasyonu gibi basamaklari
icinde bulunduran apoptozun intrinsik mitokondriyal yolag:1 aktive olmus olur (60-

62).

3.2.6.3. Sisplatin ve endoplazmik retikulum stres yolag:

Endoplazmik retikulum stres yolagi, kaspaz-12 ve kalsiyum bagimli fosfolipaz
A2 aktivasyonu ile iligkilidir ve bu enzimlerin inhibisyonu sisplatin nedenli apoptozu
azaltir (63,64).

3.2.6.4. Bobrek hiicre hasari ve hiicre siklusu diizenleyicileri

Bobrek hiicre hasarinda, hiicre siklus diizenleyicileri de 6zel bir rol oynar (65).
Akut bobrek hasarinda birgok stabil bobrek hiicresi hiicre siklusuna katilir. Hiicre
siklusu, cdk2 gibi siklin bagimli kinazlarin aktivasyonu ve inhibisyonu ile kontrol
edilirler (66). Bir cdk inhibitorii olan p21, sisplatin tarafindan upregiile edilir
(etkinligi artirilir) ve sisplatin toksisitesine karsi koruyucu bir rol {istlenir (66).
p21’in asir1 uyarimi, sisplatin nedenli apoptozu inhibe ederken (in vitro), p21 gen
defektli farelerin sisplatinin bdbrek hasarma daha yatkin olduklart (in vivo)
gosterilmistir (66). p21, hiicre siklusunu durdurarak bir bakima hiicrelere sisplatinin

neden oldugu DNA hasarini tamir etmek i¢in zaman kazandirir (66).

3.2.6.5. Sisplatin nefrotoksisitesi ve p53

p53, sisplatin nedenli hiicre 6liimiiniin ana mediyatorii olarak bilinir. p53,
timor baskilayicr etkisini, hiicre siklus aresti ya da apoptozu uyararak gergeklestirir

(DNA hasari, hipoksi ve onkogen aktivasyonuna yanit olarak) (67). Sisplatinin,
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bobrekte (in vivo) (68) ve tiibiil epitel hiicrelerinde (in vitro) (58) p53’l uyardig:
gosterilmigtir. p53°lin farmakolojik ya da genetik inhibisyonunun, sisplatinin neden
oldugu kaspaz aktivasyonu, apoptoz indiiksiyonu ve renal hasari in vivo ve in vitro
azalttigl gosterilmistir (69). p53°lin transkripsiyon regiilasyonundaki iki hedefi;
PUMA-alfa (p53 upregulated modulator of apoptosis alfa) ve PIDD (p53 induced
protein with a death domain), sisplatin nedenli hiicre 6limiinde p53 aktivitesini
diizenlerler. PUMA-alfa, sisplatin tarafindan p53 bagimli olarak indiiklenen bir
proapoptotik proteindir (70). p53’iin sisplatine baglh olarak aktivasyonu kaspaz-2’yi
uyararak AIF (apoptosis inducing factor)’nin mitokondriden salinimina neden olan
PIDD’yi uyarir (71).

3.2.7. Sisplatin nefrotoksisitesinde inflamasyon

Sisplatin nefrotoksisitesinde inflamasyon, direkt seliiler toksisiteye ek olarak
giderek artan bir 6nem kazanmaya baglamistir. Son yirmi yilda, inflamatuar renal

hasarda rol alan bir dizi mediator tanimlanmustir (72).

Tubul Epitel Hicresi Endotel Hicresi immun Hicreler
IL-10?
Sisplatin hasar . .
P25
v
Hicre hasart ————> DAMPs il 10—\—

/

e - @

l koruma
Sitokinler/ ————-—

emokinler

Dendritik
2 Hiicre

Sekil 4. Sisplatin nefrotoksisitesinin immun mekanizmasi. “Renal epitel hiicre hasar1 DAMPs

(damage-associated molecular patterns) salinmasina neden olur. Bu da TLR4 (tool-like receptor 4)’ii

aktive eder. TLR4 aktivasyonu, iginde TNF-alfa’nin da bulundugu bir¢ok kemokin ve sitokinin
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iiretimine neden olur. Bu kemokin ve sitokinler, adezyon molekiillerini aktive ederek nétrofil ve T
hiicreler gibi inflamatuar hiicreleri hasar bdlgesine ¢eker. Dokuda yerlesik dendritik hiicreler IL-10
iireterek (anti-inflamatuar sitokin) bobrek hasarini azaltmaya calisirlar. Treg (regulatuar t hiicreleri)
hiicreleri de bébrek hasarini azaltir (mekanizma bilinmiyor). Dendritik hiicrelerin, Treg hiicrelerinin

say1 ve aktivitesini artirdig1 diisiiniiliiyor” (72).

3.2.7.1. Sisplatin hasarh bobreklerde sitokin ag:

Sisplatin tedavisi nedeniyle ortaya ¢ikan renal inflamasyon, sisplatin hasarlt
proksimal tiibiil hiicreleri ya da bobregin kendi immun hiicreleri tarafindan iiretilen
inflamatuar ve immiin siipresif sitokinler arasindaki karmasik etkilesim ile kontrol
edilir. Inflamatuar sitokinler arasindan TNF-alfa, sisplatin nedenli inflamatuar yanitta

merkezi role sahiptir (73).

3.2.7.1.1. Sisplatin nefrotoksisitesinde TNF-alfa

TNF-alfa’nin esas rolii, diger inflamatuar sitokin ve kemokinlerin iiretimini
stimiile etmek ve inflamatuar hiicreleri hasarli hiicreye ¢agirmaktir (74). TNF-alfa,
adezyon molekiillerini renal endotel hiicrelerinde cogaltir ve dolasan 16kositlerin
enflame bobrek parenkimine girmesini saglar (75,76). Selektinler ve integrinlerden
ICAM-1 (interseliiler adezyon molekiiliil), TNF-alfa tarafindan sisplatin hasarli

bobrege immun hiicrelerin go¢iinii saglayan en 6nemli komponenttir (77).

TNF-alfa, bir¢ok enfeksiydz ve inflamatuar hastalikta basrolde olan prototipik
bir inflamatuar sitokindir. Anti-TNF tedavileri; psoOriyazis, romatoid artrit ve
inflamatuar barsak hastaliklar1 gibi belirgin inflamatuar hastaliklarda yaygin olarak
kullanilir. Deng ve arkadaglarinin (78) yaptigi  fare calismasinda, sisplatin
nefrotoksisitesinde TNF-alfa’nin renal ekspresyonunun arttigi gosterilmistir. TNF-
alfa, bircok immun ve non-immun hiicre tarafindan tiretilebilir. Bunu gdstermek icin
Zang ve arkadaglar1 (79) kimerik bir fare olusturarak kemik iligini ¢ikarmis ve yerine
wild-type TNF-alfa knockout denilen 06zel bir fare tiiriinlin kemik iligini
yerlestirmisler. Wild-type kemik iligi verilen kimerik farelerin bdbreklerinde,
sisplatin tedavisinden sonra immun kaynakli olmayan bir bobrek hasarinin gelistigini
gormislerdir. Ayrica bu farelerde; ¢ok hafif bir renal yetmezlik, az bir renal

histolojik hasar ve diistik kan-idrar TNF-alfa seviyeleri gozlenmis. Tiim bu sonuglar
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gosteriyor ki; sisplatin uygulamasindan sonra dolagimdaki ve idrardaki TNF-alfanin
o6nemli bir kismi, non-immiin hiicrelerden ve muhtemelen renal epitel hiicrelerden
kaynaklaniyor olabilir (80). Ayrica sisplatin nefrotoksisitesinde rol aldiklar1 igin

sitokinler bu konuda diagnostik degere sahiptir.

Dendritik hiicreler; immun sistemin bekgileri gibidirler ve kararli durum
sartlarinda, TGF-beta (81) ve IL-10 (82) ve Treg hiicrelerini uyararak toleransi
devam ettirirler. Dendritik hiicreler bobrekte tubulointerstisyel kompartman boyunca
yogun bir iletisim ag1 kurmus vaziyettedirler (83). Dendritik hiicrelerin iskemik renal

hasar siiresince TNF-alfa tirettikleri gosterilmistir (84).

3.2.8. Sisplatin ve otofaji

Otofaji de sisplatin nedenli hiicre hasarinda rol oynar. Otofaji; hasarli
organellerin, protein agregatlarinin ve diger makromolekiillerin sitoplazmada
biriktigi bir hiicresel siiregtir. Renal epitel hiicrelerinin sisplatin ile tedavisi, otofajik
proteinlerin ekspresyonuna ve otofagozomlarin olusumuna yol acar (85,86).
Otofajinin inhibisyonunun apoptozu artirdig1 goriilmiis ve bu da otofajinin sisplatine

kars1 hiicre cevabinda koruyucu rolii oldugunu gosteriyor (85,86).

3.2.9. Sisplatin nefrotoksisitesinin klinik yansimalari

Sisplatin nefrotoksisitesi; akut bobrek yetersizligi (en Onemli yan etki),
hipomagnezemi, fankoni benzeri sendrom, distal renal tubuler asidoz, hipokalsemi,
renal tuz kaybi ve hiperiirisemi (iire-kreatinin yliksekligi) gibi klinikle karsimiza
¢ikabilir (2). Lipid peroksidasyonunun en 6nemli iriinlerinden olan malondialdehit
(MDA), hiicre membranlarindan iyon alis-verisine etki ederek membrandaki
bilesiklerin ¢apraz baglanmasina yol acar ve iyon gegirgenliginin ve enzim
aktivitesinin degisimi gibi olumsuz sonuglara neden olur. MDA, DNA’nin nitrojen
bazlar ile reaksiyona girebilir ve bundan dolayr mutajenik, hiicre kiiltiirleri igin

genotoksik ve karsinojeniktir (87).
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3.2.9.1. Sisplatin tedavisinde bobrek koruyucu yaklasimlar

Salin ile hidrasyon ve sisplatin tedavisi Oncesinde, esnasinda ve sonrasinda
mannitol uygulamasi, sisplatin nefrotoksisitesini belirgin oranda diistirmede yaygin
kabul gormiis uygulamalardir (88). Tedavi esnasinda NaCl’iin fayda mekanizmasi
tam olarak bilinmemektedir ancak salin ile veya hipertonik salin ile volim
genislemesi  bobrekten sisplatin ekskresyonunu (salinimini) artirabilir. Bununla
birlikte, tuz yiiksek konsantrasyonda CI” iyonu sunar, bu da sisplatin molekiiliinden
CI" iyonlarmin ayrilmasini dnleyerek sisplatinin reaktif formuna doniigmesini azaltir
(89). Ayrica salin hiicreyi ozmotik strese sokarak sisplatinin DNA’ya ulagmasini
azaltir, proksimal tiibiil hiicrelerinin apoptotik yolaga direncini artirir ve
nefrotoksinlerin metabolik etkinliklerini degistirir. Tiim bunlar sisplatinin yan
etkilerine kars1 koruyucudur ancak sisplatinden beklenen tiimorisidal etkiyi de

azaltacagindan tedavi mantigina ters diismektedir (24).

3.3. Histonlar

3.3.1. Histonlarin yapisi

S R
Vs

Histon kuyruklan

- J

DNA cift sarmah iCin uwygun izin
anmuno asidi

Sekil 5: Histonlarin amino ucu kuyruklari ve niikleozomun i¢ yapisi (92)
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Histonlar, okaryotik hiicrelerde DNA ile iyonik bag yapmak suretiyle birleserek
niikleozom yapisini olusturan basit bazik karakterde proteinlerdir (90,91). Her histon,
yapisal etki alani ve yapisal olmayan terminal amino kuyrugundan olusmaktadir (91).
Histon proteinlerinin amino ucu kuyruklari, niikleozom disina dogru uzanmakta ve
protein-protein  etkilesimine, dolayisiyla histon modifikasyonlarina olanak

saglamaktadir (92).

Niikleozomlarin digina dogru uzanan amino kuyruklari; fosforilasyon, metilasyon ve
asetilasyon gibi ¢esitli posttranslasyonel modifikasyonlar i¢in uygun bir alan

olustururlar (93).

3.3.2. Histonlarin posttranslasyonel modifikasyonlari

DNA’nin niikleotid dizisindeki bir degisimden kaynaklanmayan ancak
fenotipte meydana gelen kalitilabilir degisiklikler epigenetik degisimler olarak
adlandirilmaktadir. Posttranslasyonel histon modifikasyonlar1 kromatinin
epigenetik diizenleyicileridir. Bu modifikasyonlar, histon-histon ve histon-DNA
etkilesimlerinde rol alarak kromatin yapisini modifiye ederler. Kromatine 6zgii
histon modifikasyonlari, genomda transkripsiyonel olarak ‘“aktif Okromatin” ve

“sessiz heterokromatin” bolgeler olugmasina olanak saglar (94,95).

3.3.2.1. Histonlarin asetilasyonu

Kromatinin temel birimi olan niikleozom, DNA'nin etrafina sarilmis dort
cekirdek histonun (H3, H4, H2A ve H2B) meydana getirdigi bir oktamerden olusur
(Luger ve ark., 1997) (Sekil 5). Ozellikle, niikleozomun yiizeyindeki N-terminal
kuyruklarinda bulunan lizinlere asetil gruplarinin eklenmesiyle gelisen histon
asetilasyonu, aktif transkripsiyon ile iliskilidir (Hebbes ve ark., 1988). Histon
kuyruklarindaki lizinlerin asetilasyonu ile meydana gelen yiik nétralizasyonu DNA
ve histonlar arasindaki elektrostatik ¢ekimi gevsetir ve transkripsiyonu kolaylastirir

(Davie ve Chadee, 1998).
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3.3.2.2. Histon asetiltransferaz (HAT) ve histon deasetilaz (HDAC) enzimleri

HAT'ler ve HDAC'ler, hedef proteinler lizerindeki spesifik lizin kalintilarinin e-
amino grubunun sirasiyla asetilasyonunu ve deasetilasyonunu gerceklestirir. Bir
asetil grubunun eklenmesi, lizin amino grubu {izerinde pozitif yiiklerin olusumunu
engeller ve bu nedenle protein aktivitesini etkileyebilir. Bu tersine g¢evrilebilir
katalitik olay sayesinde, HAT'ler ve HDAC'ler transkripsiyonu iki genel yolla
diizenleyebilir: 1) kromatin yapisint ve kromatine transkripsiyonel diizenleyici
proteinlerin (96,97) erisilebilirligini modiile ederek 2) transkripsiyonu dogrudan
diizenleyen histon olmayan substratlarin aktivitesini degistirerek (98). Asetilasyon
geri doniislii olarak gerceklesen bir olaydir. Lizin aminoasidinin asetil grubunun
¢ikarilmasi ile kromatin tekrar kondanse olmakta ve transkripsiyon baskilanmaktadir
(99). HAT ve HDAC enzimleri, histon olmayan proteinleri asetilleyerek veya asetil
gruplarini uzaklastirarak hiicrede 6nemli etkilerde bulunmaktadir. Protein kararliligs,
protein-protein etkilesimi, protein yerlesimleri, DNA’ya baglanma yetenekleri bu
etkiler arasindadir (100). HAT ve HDAC arasindaki denge, hiicrelerin gen
reglilasyonunun diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. HAT aktivitesinde
azalma ya da HDAC aktivitesindeki artig, hiicrelerin malign doniisiimiinde rol

oynamaktadir (101).

3.3.3.Histon deasetilaz inhibitorleri (HDAC}H)

HDAC:;; histon asetilasyonunu saglayarak bazi1 genlerin ifadesini
degistirebilmekte ayrica transkripsiyon faktorleri ve tiimor baskilayici proteinler gibi
histon olmayan bazi proteinlerin asetilasyonunu artirarak biyolojik aktiviteleri
etkilemektedir. HDACi uygulanarak histonlarin deasetilasyonu engellenmekte,
histon asetilli halde kalmakta ve transkripsiyonun siirekliligi saglanmaktadir (8).
Potansiyel ilag¢ hedefi olmalar1 nedeniyle tibbi agidan 6nemli olan HDAC enzimlerini
inhibe edebilen molekiiller gelistirilmistir. Bu molekiiller; hidroksamatlar, siklik

tetrapeptidler ve kisa zincirli yag asitleridir (5,102).
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Histon deasetilaz inhibitorleri (HDACIi), anti-kanser ajanlar olarak
gelistirilmiglerdir. Yiiksek konsantrasyonlarda bu ajanlar renal epitel hiicrelerde

apoptozu indiikler (6)

3.3.3.1. HDACi’nin etki mekanizmasi

HDACI, bircok transforme ya da kanser hiicre tipinde apoptozu ve
diferansiyasyonu tetikleyerek hiicre siklusunun G1 ve G2 fazinda durmasina neden
olur ve proliferasyonu inhibe ederler (9). HDACi’nin antitiimoral aktivitesindeki
dikkat ¢ekici bir durum histon asetilasyonunun sadece belli genlerin
transkripsiyonunu (eksprese edilmis genlerin %2’si) aktive etmesi ve tiimor
biiyiimesini inhibe etmesidir. En ¢ok uyarilmis genlerden birisi, hiicre siklusu kinaz
inhibitorii olan p21WAF genidir (10). HDACi’nin kullanilmasi sonucu p21 promotor
bolgesindeki H3 ve H4 histonlarinin asetilasyonu gergeklesir ve p21 geninin
ekspresyonu artar (11). Normal hiicreler, HDAC inhibitorleri ile tedaviye daha
direncliyken (103), tiimor hiicrelerinde hiicre biiylimesini durdurur, hiicre
farklilasmasini ve hiicre Sliimiinii inhibe eder. HDACi’nin etki mekanizmasinin,
epigenetik ve posttranslasyonel modifikasyon seviyelerinde degisen gen ekspresyonu
ve histon olmayan proteinlerdeki degisikliklerle iliskili oldugu distliniilmektedir.
Bircok tiimor hiicre hattinda, HDAC inhibitorleri hiicre siklus geni p21'in yukari
dogru regiilasyonuna (reseptér sayisinda artma) neden olarak siklin/cdk
komplekslerini bloke eder, hiicre dongiisii durmasina yol acar ve diferansiyasyonu
bloke eder (104,105). HDACI; transkripsiyonel etkilerinin yanisira, kanser
hiicrelerinde hiicre dongiisiiniin inaktif olan G2 kontrol noktasin aktif hale getirerek,
hiicre boliinmesini durdurmakta ve apoptozu uyarmaktadir (12,13). HDACI ile
yapilan in vivo g¢alismalar, bu bilesiklerin tiimor biiylimesini ve metastazi dnemli
olgiide azalttiklarini gostermistir. Ornegin; kisa zincirli yag asitlerinden biitirik asit
ve tirevleri, kolon ve prostat kanserleri ile endometrial ve servikal kanserlerde
calisilmis ve bu maddelerin kanserli hastalarda hiicre siklusunu etkileyerek
boliinmeyi durdurduklari, farklilagma ve apoptozu uyardiklar1 gosterilmistir (106).
HDACi’ni tercih edilir kilan &zelliklerinden biri de diger tedavi yaklagimlarini
optimize etme yetenekleridir. HDACI; kemoterapi modellerindeki retinoik asitler, D
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vitamini analoglar1 ve peroksizom proliferatdr aktive edici reseptér gama (PPAR-
gama) ligandlart gibi ilaglarin etkilerini artirabilirler (107). HDACi’nin hiicre
boliinmesi, hiicre siklus ilerlemesi, apoptoz, hiicre iskeleti modifikasyonlar1 ve
anjiyogenezi iceren genis captaki hiicresel islevleri modifiye etme Yyetenekleri
bulunmaktadir. Bu ilag grubunun bdyle bir anahtar rol oynamasinin iki bilylik
nedeni; var olan sitostatiklerin (retinoidler gibi) etkisini iyilestirme ve kanser
tedavisine yeni terapotik yaklasimlar katarak hastaliga neden olan belirli genlerin

transkripsiyonunu hedefleme yetenekleridir (108,109).

Bugiine kadar iki HDACi FDA tarafindan kutanéz T hiicreli lenfoma
tedavisinde kullanilmak {izere onay almistir. Bunlar, vorinostat (suberoylanilid
hidroksamik asit-SAHA) ve romidepsin (FK228)’dir (14). HDACi, HDAC’nin
katalitik bolgesinde bulunan ¢inko (Zn) atomunu dogrudan etkileyerek inhibisyona

neden olur (inhibisyonun gergeklesmesi igin ¢inko atomu gerekmektedir) (110).

3.3.3.2. HDAC: tipleri

HDAC inhibitorleri, sadece birkag HDAC tipine (HDAC izoform segici
inhibitdrler) kars1 spesifik olarak etki edebilir, fakat ayn1 zamanda tiim HDAC
tiplerine (pan-inhibitorleri) karsi da etki edebilir. HDAC inhibitorleri, bes bilesik
siifinin iiyeleri olarak siniflandirilabilir: (I) hidroksamik asitler (hidroksamatlar;
vorinostat, trikostatin vs.); (I) kisa zincirli yagl (alifatik) asitler; (111) benzamidler;
(IV) siklik tetrapeptidler; ve (V) sirasiyla pan-inhibitor nikotinamid ve spesifik
SIRT1 ve SIRT2 inhibitorleri sirtinol ve cambinol dahil sirtuin inhibitérleri (15).

Trikostatinin siklin bagimli kinaz (CDK) inhibit6rii olan p21 geninin
promotoriinii  aktive ederek tiimorlii hiicrenin biiylimesini durdurdugu, hiicre
dongiisiinii  etkiledigi, hiicresel ve mitokondriyel yolaklar {izerinden apoptozu

indiikledigi bilinmektedir (111).
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3.3.3.3. Vorinostat (Suberoilanilid hidroksamik asit)

Vorinostat, yapisal olarak hidroksamat grubuna ait bir histon deasetilaz
(HDAC) inhibitoriidiir. Bu gruptaki diger ilaglar arasinda Givinostat, Abexinostat,
Panobinostat, Belinostat ve Trichostatin A bulunur. Bunlar, potansiyel anti-
neoplastik aktiviteye sahip acil ila¢ sinifinda kabul edilirler. Bu ilaglar, genetik
mutasyon disinda, HDAC enzimlerindeki degisikligin hiicrelerde fenotipik ve
genotipik ekspresyonu etkiledigi ve bunun da bozulan homeostaz ve neoplastik
bliylimeye yol actifinin anlasilmasiyla gelistirilmislerdir (112). FDA tarafindan
kutan6z T hiicreli lenfoma (CTCL) igin onaylanan ilk HDACi olan vorinostat
(suberoylanilid hidroksamik asit) (Mann ve ark., 2007) derinin skuaméz hiicreli
karsinomuna karsi da etkilidir. Vorinostat; renal hiicreli karsinom, mantle hiicreli
lenfoma, malign melanom, meme, prostat ve akciger kanseri ve gibi ¢esitli kanserlere
kars1 kapsamli bir sekilde degerlendirilmistir (Butler ve ark. 2000; Facchetti ve ark.
2004; Komatsu ve ark 2006; Mahalingam ve ark. 2010; Xargay-Torrent ve ark. 2011;
Uehara ve ark. 2012) (113). Vorinostat; 1. ( HDAC1, HDAC2 ve HDAC3 ) ve 2.
Smif ( HDAC6 ) HDAC enzimleri iizerindeki inhibe edici etkisi sayesinde; doku
diizeyinde immun yanit modiilasyonu, anjiyogenez inhibisyonu, hiicresel diizeyde
farklilagsma, aggrezom olusumu, hiicre motilitesi, apoptoz ve hiicre siklusunun
devami gibi biyolojik siirecler iizerinde ¢esitli etkilere sahiptir. Gii¢lii bir HDACi
olan vorinostatin, radyasyon terapisi ve antineoplastik ajanlarla kombine kullanimi
uygun goriilmektedir. Her iki tedavi seklinde de normal hiicreler {iizerinde
toksisitenin az oldugu saptanmistir ve hiicresel siireglerde spesifik biyolojik etkileri
mevcuttur. Diger kanser terapileri ( radyasyon, kinaz inhibitorleri, sitotoksik
maddeler ve ayirt edici maddeler dahil olmak tizere ) ile vorinostatin kombinasyon
halinde aktivitesi lizerine yapilan c¢alismalarda, cesitli insan transforme kiiltiir

hiicrelerinde sinerjistik etkisi gdzlemlenmistir (16).
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Sekil 6. Vorinostatin molekiiler yapisi
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3.3.3.4. Vorinostat ve otofaji

Vorinostat; mikromolar konsantrasyonlarda renal tiibiil hiicrelerinde hiicre
Oliimiinti uyarirken, daha diisiik dozlarda sisplatin nedenli apoptoza kars1 koruyucu
etki gosterir (114-116). Otofaji; bozulmus organellerin ve protein agregatlarinin
elimine edildigi lizozomal degradasyon yolagidir. A¢lhiga adaptasyon, intraseliiler
protein ve organel temizligi, hiicre biiylimesi/gelismesi, anti-aging,
mikroorganizmalarin eliminasyonu, hiicre oliimii, timor silipresyonu ve antijen
prezentasyonu birer otofaji drnegidir (117,118). Iskemik ve nefrotoksik akut b&brek
hasarinda otofaji, tubuler hiicre hasarina kars1 devreye girer (119). 2018 yilinda
yapilan bir ¢alismada; vorinostat ve trikostatinin renal tiibiil hiicrelerinde otofajiyi
uyardigi gosterilmistir  (120). Ayrica, vorinostat ve trikostatinin sisplatin
toksisitesinde hiicre iyilesmesini artirdigi gosterilmistir (20). Vorinostat ve
trikostatinin, sisplatin tedavisi siiresince DNA hasar cevabini baskiladigi, sisplatin
nedenli tiibiil hiicre apoptozunda 6nemli bir sinyal yolagi olan p53 aktivasyonunun
siipresyonu ile gosterilmistir (20). Patschan ve arkadaslari, vorinostatin endotelyal
progenitdr hiicrelerde TGF-betanin otofaji inhibitor etkisini ortadan kaldirdigini
gostermistir (121). Gelecek vadeden antikanser ajanlar olarak HDACI, sisplatin gibi
diger bircok antikanser ajanlarla sinerjistik ve aditif tlimor Oldiriicii etki
gostermektedir (122). Renal hasar1 énlemek i¢in HDACi’ni kullanirken, sisplatinin
antikanser etkisini olumsuz etkilememesi ¢ok makul bir tedavi stratejisi olarak
kendini gosterir (20). Vorinostat tiibiil hiicrelerindeki sisplatin nedenli apoptozu
azaltirken, HCT116 kolon kanser hiicrelerinde sisplatin tedavisinde apoptozu
artirmistir (in vitro). Bu c¢alisma in vivo olarak HDACi’nin sisplatin ile birlikte
kullanilirken bir yandan nefroprotektif bir yandan da antikanser etki edebilecegine
isaret etmektedir (20).

3.3.3.5. Vorinostatin antiinflamatuar etkileri

Vorinostat, HDAC enziminin in vivo ve in vitro geri goniislii inhibitoridiir
(123). HDAC,, asetile edilmis H3 ve H4 histonlarinin akiimiilasyonunu artirarak

direkt olarak kromatinin ve dolayisiyla niikleozomun gen diizenleyici faktorlerle olan
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iligkisini diizenler (124). HDACi’nin insan PBMC (periferik insan mononiikleer
hiicreleri)’de lipopolisakkarit (antijen) nedenli TNF-alfa, IL-1beta, 1L-12 ve IFN-
gama’y1l inhibe ettigi gosterilmistir (Bobregin mezengiyal hiicreleri, glomertilde
bulunan hem vazoaktif hem de immiinolojik olarak aktif olan 6zellesmis hiicrelerdir.
Bu hiicreler; 1- Glomeriiler hemodinamigin regiilasyonu ile iligkili 6zellesmis diiz
kas hiicreleri gibi davranir 2- Ekstraseliiller matrix iireterek glomeriiler yumaga
yapisal destek saglar 3- Fagositik 6zelliklerinden dolayr immun kompleksler gibi
makromolekiillerin alimini ve temizlenmesini saglarlar. Makrofajlara benzer sekilde;
lipopolisakkarit, IFN-gama ve IL-1betaya yanit olarak nitrik oksit, siiperoksit ve
diger inflamatuar medyatorleri tretirler) (125,126). Bir ¢alismaya gore; vorinostat in
vitro olarak mezengiyal hiicrenin inflamatuar medyator iiretimini bloke eder. Bu
calismadaki in vivo vorinostat dozlar1 Butler ve arkadaglarinin yaptigi ¢alismadan
almmistir. Buna gore; 25 ya da 50 mg/kg vorinostat H3 veH4 total asetilasyonunu
artirmistir (123).

3.3.3.6. Vorinostatin farmakokinetigi

Vorinostatin ileri evre kanser hastalarinda kisa stireli uygulamalarda iyi tolere
edildigi  gozlenmistir. 22 giinlik ardistk uygulamadan sonraki plazma
konsantrasyonunun, tek dozluk plazma konsantrasyonuna benzerlik gosterdigi
kaydedilmistir. Insanda 400 mg oral dozun yarilanma siiresi 1,34 saattir. %71
oraninda plazma proteinlerine baglanir. Baslica baglandigi protein albiimindir.
Eliminasyonu baslica metabolizma yoluyla olur. Metabolizmas1 glukuronidasyonla
ve beta oksidasyonun takip ettigi hidroliz ile olur. idrarla %1°den az miktarda atilir.
O-glukuronid ve 4-anilino-4-oksabutanik asit olmak {izere iki inaktif metaboliti
vardir (127).

3.3.3.7. Vorinostatin farmakodinamigi

Vorinostatin en sik karsilagilan doz kisitlayici toksisite gostergeleri; %8,2
dehidratasyon, %8,2 anoreksi, %6,8 yorgunluk, %4,1 diyaredir. Vorinostatin en sik
rapor edilen yan etkileri; %89,0 yorgunluk, %72,6 hiperglisemi, %71,2 mide
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bulantisi, %60,3 anoreksi, %50,7 diyare, %69,9 diisiik hemoglobin, %56,2 yiliksek
kreatin, %53,4 diisiik platelet seviyeleridir. Tiim vorinostat dozlarinda asetillenmis
histon H3 (AcH3) akiimiilasyonu kaydedilmistir. Hem solid tiimér hem de
hematolojik maliniteye sahip hastalarda, vorinostat anti-tiimor etkinlik gostermistir
(127).
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4. GEREC VE YONTEM

4.1. Gereg

4.1.1. Kullamlan arag ve geregler

Biopac MP30 amplifikator ( dort kanalda birgok parametrenin kayit ve analizini
yapar )

MAY WBC30-440C organ banyosu i¢in su sirkiilator cihazi
MAY FDT-10A Force Displacement Transducer cihazi
Langendorff sistemi ( MAY 0702 )

Hassas terazi ( Sartorius BP 121 S)

Vortex cihazi ( Niive NM 110 )

Santrifiij cihaz1 (Thermo MicroCL 17R)

Calkalayic1 (Stuart SSM4)

Elektroblot cihazi (Thermo Pierce Power Blot Cassette)

4.1.2. Kullamilan deney hayvanlan

Calisma Dicle Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun
20/10/2017 tarihli 4 nolu karari ile etik kurul onay1 almustir. Dicle Universitesi Saglik
Bilimleri Uygulama ve Arastirma Merkezi (DUSAM)’den temin edilen 32 adet
Sprague-Dawley erkek rat kullanildi. Calisma siiresince ‘Hayvan Haklarinin

Korunmas1’ hususundaki esaslara 6zenle uyuldu.
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4.1.3. Kullamilan kimyasal maddeler

Vorinostat/SAHA (Cayman Chemicals)

Sisplatin (Kogak-farma)

Ketamin HCL (Ketalar 50 mg/ml,10ml flakon, Pfizer)
Ksilazin (Rompun %2, Bayer)

Heparin (Nevparin flakon 5.000 IU, Mustafa Nevzat)
Krebs-Henseleit soliisyonu

DMSO

Tablo 1. Krebs Henseleit soliisyonu

NACI 6,9 gr/L
NAHCO3 2,1g/L
KCI 0,35 g/L
CaCl2 0,28 g/L
MgCI2 0,11 g/L
Na2HPO4 0,12g/L
Glukoz 2 g/L

4.2. Yontem

Sprague-Dawley erkek ratlar kullanilarak yapilan deneysel ¢aligmalar 4
grupta (n=8) gergeklestirildi.

1. Kontrol grubu; 1 ml salin enjeksiyonu i.p. yapildi.

2. Sisplatin grubu; tek doz 5 mg/kg sisplatin i.p. yapildi. Bes giin sonra
bobrekler izole edildi.
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3. Sisplatin+vorinostat grubu; 24 saat arayla iki doz 50 mg/kg vorinostat i.p.
yapildi. Son vorinostat dozundan 6 saat sonra tek doz 5 mg/kg sisplatin i.p. yapildi

(123)
4. Vorinostat grubu; 24 saat arayla iki doz 50 mg/kg vorinostat i.p. yapildi.

Tiim gruplarda son ila¢ uygulanmasindan 5 giin sonra anestezi altinda laparotomi
yapilarak borekler izole edildi. Sol bobrekler perfiizyon basinci ol¢limleri igin
Langendorff diizenegi ile perfiize edildi. Sag bobrekler histopatolojik
inceleme,Western-Blot analizleri ve MDA 6lglimleri igin kullanildi. Histopatolojik
incelemeler i¢in doku Ornekleri formolin igine alindi, biyokimya ve Western-Blot
analizleri icin ayrilan dokular -80° C’de saklandi. Ratlardan Kardiak kan almarak

serum iire ve kreatinin diizeyleri 6l¢iildii.

4.2.1. Farmakolojik inceleme

Biitlin gruplara anestezi amaciyla 100 mg/kg Ketamin + 15 mg/kg Ksilazin
(i.m.) ve cerrahi islemler sirasinda olusabilecek bir koagiilasyonu onlemek amaci ile
500 1U/kg heparin (s.c.) uygulandi. Daha sonra ratlarda abdomen agildi, karmn 6n
duvar1 gecilerek sol bobrege ulasildi. Bobrekte herhangi bir mekanik hasar
olusturmamaya 6zen gostererek abdominal aort ve diger damarlar kesilerek bobrek
izole edildi. Buzlu krebs soliisyonu igerisine birakilan ve kisa bir kaniil ile renal
arterden kaniile edilen bobrekler Langendorff sistemine asildi (Resim 1). Peristaltik
pompa yardimi ile sabit hizda 37 °C’de 1sitilan % 5 CO2 ve % 95 O2 karisimi ile
havalandirilan Krebs  Henseleit soliisyonu ile perfiize edildi. Renal basing
degisiklikleri bir basing transduceri ile MP30 software sistemi ile (Biopac systems)
kaydedildi. Perfiizyon basinglarindaki degisiklikler gruplar arasinda karsilastirildi.
Her grupta sag bobrekler biyokimyasal ve histopatolojik degerlendirmelerde

kullanilmak tizere alindi.
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Resiml. Langendorff diizenegine asilmis rat bobregi

4.2.2. Biyokimyasal inceleme

Anestezi sonrasinda tiim deneklerden 4 ml intrakardiyak kan alindi. 4000
rpmde 10 dk santrifiij edilerek plazma ayristirildi. Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi
Merkez Biyokimya Laboratuari’nda tiim Orneklerin iire ve kretainin degerleri

slciildii.

Tim gruplarda izole edilen bobrek doku oOrneklerinde, doku MDA
(malondialdehit) diizeyi ol¢iildii. Lipid peroksidasyonunun gostergesi olan MDA
tayini, tiyobarbiitirik asit (TBA) yontemi ile yapildi. Sonuglar dokular i¢in nmol/gr
olarak tanimlandi. Bu yontemde tiyobarbitiirik asit ile reaksiyon veren maddeler
Olciiliir ve literatiirlerde TBARS olarak yer almaktadir (128). MDA 6l¢iimii igin -
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80%de saklanan bobrek pargalar1 her denek igin buz sicakhiginda trikloroasetik asit
(TCA) ile muamele edilerek homojenize edildi (1 gr doku basina 1 ml %10 TCA ve
8 ml %5 TCA daha eklenerek Ultra Turrax homojenizatorde homojenize edildi).
Santrifiij isleminden sonra elde edilen siipernatanta ayni miktar %6 TBA ilave
edilerek 100°C’ye kadar 10 dakika 1sitildi. Absorbsiyon spektrumu 480-600 nm
araliginda kaydedildi. MDA Gl¢limiiniin standardi olan 1,1,3,3-tetraetoksipropan ile
aymi kosullarda calisildi. Sonu¢ MDA konsantrasyonlar1 532 nm dalga boyunda
Jordan ve Scenkman tarafindan bildirilen molarite katsayis1 (1,56x10°) kullanilarak

hesaplandi (129).

4.2.3. Histopatolojik inceleme

Doku spesimenleri 48 saat boyunca %10’luk formalinde fikse edildi. Otomatik
doku takibi cihazi ile (Thermo, Excelsior AS) standart histolojik doku takibi siireci
sonrasinda dokular dokiim cihazinda (Thermo, Histostar) parafine gomiilerek
bloklama islemi yapildi. Bloklardan mikrotom cihazi ile (Leica, RM2245) 4-5
mikrometre kalinliginda kesitler alindi. Kesitler, deparafinizasyon islemini takiben
otomatik boyama cihazinda (Shardon, Varistain Gemini) Hematoksilen-Eozin (H&E)
ile ve otomatik histokimya cihazinda (Ventana, Bench Mark special stain) Periodic
Acid-Schiff (PAS) ile standart metodlara gore boyandi. Histopatolojik degerlendirme
i¢in preparatlar 151k mikroskobu ile (Nikon, Eclipse 501) incelendi.

4.2.4. \Western-Blot analizi

Biitiin gruplarda izole edilen bobreklerden alinan doku 6rneklerinde TNF-alfa,
p21 ve PUMA-alpha (p53 up-regulated modulator of apoptosis alpha) diizeyleri

western-blot analizi ile tayin edildi.

4.2.4.1 Kullanilan geregler

1- TNF-alfa primer antikoru (abcam-#ab6671)
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2- p21 primer antikoru (abcam-#ab109199))

3- PUMA-alfa antikoru (abcam-#ab9643)

4- Beta actin antikoru (abcam-#ab8227)

5- Sekonder antikor (Goat anti-rabbit IgG) (abcam #6721)

6- Acrylamide/Bis-acrylamide (%30/%0.8 w/v) (SIGMA #A3699)
7- TBST tablet (SIGMA-#91414)

8- TEMED (SIGMA #T9281)

9- Tris HCI (SIGMA #T3253)

10- Sodium dodecyl sulfate (SDS) (SIGMA-#L3771)

11- Glycine (Sigma-#G8898)

12- T-PER doku protein ekstraksiyon reaktifi (Thermo-#78510)

13- Halt proteaz ve fosfotaz inhibitor karisimi (Thermo-#78442)

14- Protein kuantifikasyon reaktifi (Pierce 660 nm Protein Assay Reagent-#22260)

15- Trizma Base (SIGMA #93362)
16- 1 step Transfer buffer (Thermo-#84731)
17- Sample buffer (Laemmli 2x concentration-#S3401-10 vl)

18- Page Ruler Plus Prestained Protein Ladder (Thermo-#26620)

19- Hizli elektroblotlama sistemi (Thermo G2 Fast Blotter)(Thermo FP-94060103)

20- Poliviniliden floriir transfer membrani1 (GVS-#1212639)
21- Filtre kagidi (Thermo-#84783)
22- Dikey elektroforez sistemi ( Thermo OWL-P8DS-1)

23- Elektroforez gii¢ kaynagi (Thermo OWL-EC300XL2)
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24- Nanodrop cihazi (Thermo 2000/2000c¢)

25- Isiticili manyetik karistirict (VELP ARE Aluminum)

26- iBright Western-Blot goriintiileme sistemleri (Thermo Fisher CL-1000)
27- Homojenizator (Thermo FSR-FB50220)

28- ECL Kit (Thermo-#32106)

29- Hassas terazi (Sartorius BP 121 S)

30- Yatay calkalayici (Stuart SSM4)

31- Otomatik pipetler (Eppendorf)

32- pH metre (METTLER TOLEDO S220-K)

4.2.4.2 Kullanilan tampon ve cozeltilerin hazirlanisi

2mg/ml BSA stok cozeltisi

20 mg bsa 10 ml tper ve halt karigimi ile karistirildi

%2 agaroz soliisyonu

2 gr agaroz 100 ml saf suda ¢o6ziindii

0,5 M tris HCl soliisyonu pH 6,8

3,94 gr tris hel saf su ile 50 ml tamamlandi ve 0,1 N HCl ile ph 6,8’e ayarland1
1,5 M Tris HCl soliisyonu pH 8,8

11,82 gr tris hel saf su ile 50 ml tamamlandi ve 0,1 M NaOH ile ph8,8’e ayarlandi
%10 APS (amonyum persiilfat) soliisyonu

109 aps 100 ml saf su
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%010 SDS

SDS 10 gr 100 ml saf suda ¢oziildii

Yiiriitme tamponu (Transfer Buffer)(10x)

Tris base 30 gr

Glisin 144 gr

SDS 10 gr

Distile su ile 1000 ml’ye tamamlanarak ¢6ziindiiriildi

TBST (Tris-buffered saline with 0.1% Tween ® 20 Detergent) ¢ozeltisi(1X)
Hazir TBST tableti 500 ml distile suda ¢6ziildii.

Bloklama soliisyonu

5 gr yagsiz siit tozu TBST ¢ozeltisi (1x) 100 ml ile karistirildu.

4.2.4.3 Doku ornekleme

Dondurma

Dokular denekten alinir alinmaz saf su ile yikandi, parafilme sarildi, isaretlendi ve -
80°C°de muhafaza edildi.

Doku homojenizasyonu

Doku homojenizasyonu ve protein ekstraksiyonu igin T-PER doku protein
ekstraksiyon reaktif kiti ve HALT proteaz ve fosfataz inhibitoér karigimi kullanildi.
Yapilan tiim islemler kit prosediiriine bagl olarak gerceklestirildi. Islemden 6nce
1:20 oraninda T-PER ve HALT karisimi buz iizerinde (50 mg doku i¢in 1ml T-PER
ve 1 ml T-PER ile 10ul HALT) pipetle karistirildi ve buz iizerinde bekletildi.
Siganlardan alinan bobrek dokulart - 80° C’deki derin dondurucudan alinarak oda
sicakliginda ve buz iizerinde ¢oziinmeye birakildi. Her numuneden yaklagik 50’ser

ug doku ependorfflara nakledildi ve her ependorffa daha 6nce hazirlanan TPER ve
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HALT karigimindan 1010 pl eklendi. Ultrasonik homojenizator ile her ependorff 15
saniye homojenize edildi ve 15 saniye buz lizerinde bekletildi, bu dongii en az 3 kere
tekrarlandi. +4°C’de 13000 rpm 20 dk santrifiij edildi. Siipernatant yeni ependorff
tiiplere alind1. Elde edilen drnekler -80°C’°de saklandi.

Total protein kuantifikasyonu (Pierce 660 nm Assay Kiti)

Total protein kuantifikasyonu i¢in Thermo Pierce 660 nm Assay kiti kullanildi.
Yapilan tiim islemler kit prosediiriine bagl olarak gerceklestirildi. Islemden 6nce
2mg/ml stok BSA (albiimin standardi) soliisyonundan 10 ml hazirlandi. Seyreltici
olarak T-PER ve HALT karigimi kullanildi. Stok ¢6zeltiden tablodaki hacimler

kullanilarak seri diliisyon yapildi, ve standartlar hazirlandi.

Tablo 2. BSA standartlariin hazirlanmasi i¢in kullanilan sema

COzici Hacmi | BSA'nin hacmi ve kaynagi | Final BSA konsantrasyonu
A o ul stoktan 300yl 2000pl/ml
B 125l stoktan 375pl 1500pl/ml
C 325yl stoktan 325pl 1000pl/ml
D |175ul B'den 175l 750ul/ml
E 325yl C'den 325ul 500ul/ml
F 325l E'den 325pl 250ul/ml
G 325ul F'den 325ul 125ul/ml
H 400ul G'den 100ul 25ul/ml
I 400pl 0 Oopl/ml

Daha sonra kit prosediiriine uygun olarak, hem numunelere hem de standartlara 1:7,5
oraninda Pierce 660 nm protein kuantifikasyon reaktifi eklendi (150ul Pierce 660 nm
reaktife 20ul numune ya da standart). Oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi ve
nanodrop cihazi ile standartlarin ve numunelerin 660 nm’deki absorbsiyonlari
Olgiildii. Konsantrasyonlart bilinen standartlarin yardimiyla numunelerdeki total

protein miktar1 hesaplandi.
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4.2.4.4 SDS- PAGE (Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel) elektroforez

jele yiiklenecek olan protein numunelerinin hazirlanmasi

Elde edilen nanodrop sonuglarina gore her numunenin konsantrasyonu hesaplandi ve
her kuyucuga 20 pg total protein eklenecek sekilde aliquatlandi. Her numuneye 1:1
oraninda sample laemlii buffer eklendi. Kaynar suda 5 dakika bekletildi.
Kaynadiktan sonra 16000 rpm 5 dakika santrifiij edildi ve jele yiiklemeye hazir hale
getirildi.

SDS PAGE jelin hazirlanmasi, protein karisimlarimin yiiklenmesi ve
yiiriitiilmesi

Thermo marka Owl Duo P8DS-1 cihazi kullanildi. Hazirlanan %2’lik agaroz jel,
kasetlerin tabanina yiiklendi ve polimerize olmasi i¢in beklendi. Bu sirada 10 ml
%15°1ik ayirict jel tablodaki gibi hazirlandi. Her kasete 4,13 ml ayirict jel karigimi
konuldu ve iizerine jelin hava ile temasin1 kesmek i¢in distile su eklendi. Jelin iyice
polimerize olmasi i¢in 30 dakika bekletildi. Polimerizasyondan sonra jelin iizerine
verilen su kurutma kagidi ile uzaklastirildi. 5 ml % 5’ lik yogunlastirici jel tablodaki
gibi hazirland1 ve ayirici jelin iizerine pipetle dokiildii. Bu islemden hemen sonra,
10x10 0,8 mm aralikli on disli tarak yogunlastiric jel ile arasinda hava kabarcigi
kalmamasina dikkat edilerek yerlestirildi. Jelin polimerizasyonu igin 30 dakika siire
beklendi. Tankin i¢ ¢gemberine uygun miktarda yiiriitme tamponu (running buffer)
eklendi. Tarak dikkatlice jelden ayrildi. Ik kuyucuga 5 ul protein ladder ve geri
kalan kuyucuklara 20 pl hazirlanan 6rnekten pipetlendi. Tankin dis ¢emberine de
yiirlitme tamponu eklendi. Elektroforez cihazinin kapagi anot ve katot uglarinin
dogrulugu kontrol edilerek kapatildi ve 40mA sabit akimla yaklagik bir bucuk saat

siireyle proteinlerin ayrigsmasi islemi gerceklestirildi (Resim 5).

Tablo 3: Ayirict jelin igerigi

ddH20 2,2 ml
Akrilamid:Bisakrilamid |5 ml
1,5 M Tris HCI pH=8,8 2,6 ml

%10 SDS 0,1 ml
%10 APS 0,1 ml (100 pl)
TEMED 0,01 ml (10 pl)
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Tablo 4: Yogunlastiric1 jelin igerigi

ddH20 2,975 ml
Akrilamid:Bisakrilamid | 0,67 ml
0,5 M Tris HCI pH=6,8 1,25 ml

%10 SDS 0,05 ml (50 pl)
%10 APS 0,05 ml (50 pl)
TEMED 0,005 ml (5 ul)

Resim 2: Elektroforez diizenegine numunelerin yiiklenmesi
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Resim 3: Proteinlerin 40 mA’de sabit akimla ayrigtirilmasi
Elektroblotlama islemi

[k olarak pvdf (Poliviniliden Floriir) membran1 metanol ile 1slatildi. Her jel igin 1
pvdf membran ve 4 filtre kagid1 1. step transfer bufferda en az 5 dakika inkiibe
edildi.

Dikey elektroforez isleminden sonra jel kasetten cikartildi. Jel membrana aktarim
kismina gegmeye uygun hale getirildi. Fast blotter sisteminin kasetine her jel icin
once 2 adet filtre kagidi, sonra pvdf membran, sonra jel ve en son 2 filtre kagidi
sirastyla iist iiste yerlestirildi. Bu islemlerde hava kabarcigi kalmamasi igin roller
kullanildi. Cihazzimizin alt kapagi (anot) ve iist kapagi (katot) kontrol edildikten
sonra kapatildi ve fast blotter cihazinda 7 dakikada proteinlerin membrana transfer
saglandi. Siirenin sonunda akim kesilerek membran ¢ikarildi. Onceden boyanmis
Low Range Marker’in membranda goriilmesi ile aktarimin yapildigi kanitlanmis

oldu.
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Bloklama islemi

Oncelikle membranlar TBST tamponuyla oda sicakliginda 5 dakika boyunca
calkalayict tlizerinde yikandi. Daha sonra 10 ml bloklama tamponu ile 1 saat
boyunca c¢alkalayicinin iizerinde oda sicaklifinda inkiibe edildi. Bloklama
asamasindan sonra TBST tamponu ile ticer defa 5 dakika boyunca calkalayici

tizerinde yikandi.

Primer ve sekonder antikorlarla inkiibasyon ve diger islemler

Uretici firmanm tavsiyesi dogrultusunda biitiin antikorlar 1:1000 oraninda 10 ml
bloklama ¢ozeltisi ile seyreltildi ve hazirlanan karisim membranlara eklendi. +4°

C’de 20 saat boyunca calkalayici {izerinde membranlarda inkiibe edildi.

Ertesi giin membranlar 5 ml TBST soliisyonu ile bes dakika calkalayici {izerinde
yikand1 ve bu iglem 3 kere tekrarlandi. Daha sonra sekonder antikor 1:2000 oraninda
10 ml bloklama tamponunda hazirlandi. Ve hazirlanan karisim membranlara eklendi
ve oda sicakliginda 1 saat calkalayici iizerinde inkiibe edildi. Son olarak TBST

tamponu ile li¢ defa beser dakika ¢alkalayici iizerinde yikandi.

Protein bantlarinin goriintillenmesi ve protein ekspresyon diizeylerinin
belirlenmesi

Bu agamada Thermo ECL kit kullanild1 ve yapilan tiim islemler kit prosediiriine bagh
olarak gerceklestirildi. Her membran i¢in toplamda 7,5 ml ECL soliisyonu hazirlandi,
memranlarin iizerine eklendi ve oda sicakliginda 1 dk inkiibe edildi. Thermo Fisher
CL 1000 (ibright Western-blot goriintiileme sistemi) kullanilarak bant goriintiileri
elde edildi. Protein bant yogunluklart IMAGE-J (National Institute of Health,
Bethesda, ABD) Analysis Software programinda analiz edildi. Veriler B-Aktin

housekeeping proteinine karsi normalize edildi.

4.2.5. Istatistiksel degerlendirme

Elde edilen veriler aritmetik ortalama + standart sapma olarak ifade edildi.
[statistiksel analizler SPSS programi kullanilarak yapildi. Gruplar aras farki

degerlendirmek amac1 ile Kruskal Wallis testi uygulands. iki grup arasindaki fark ise
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Mann-Whitney U testi kullanilarak yapildi. Tiim istatistiksel analizlerde anlamlilik
diizeyi p<0.05 olarak kabul edildi.
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5. BULGULAR

5.1. Farmakolojik bulgular

Langendorff sistemi ile perfiize edilen bobreklerden elde edilen perfiizyon basing
degerlerinin, Sisplatin grubunda Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
sekilde arttig1 (p<0,05), Vorinostat+Sisplatin grubunda ise Sisplatin grubuna gore
istatistiksel olarak anlaml sekilde azaldig: goriildii (p<0,05). (Sekil 7)

perfuzyon basinci

b
C
a
80
60
) '

Korntro Seplatin SeplatireVorinostat Vorinostat

Sekil 7. Biitiin gruplarda bobrek perfiizyon basing degisimleri (mm/Hg) (n=8) (a-b p<0.05,
b-c p<0.05)

5.2. Biyokimyasal bulgular

Serum tire ve kreatinin diizeylerinin Sisplatin grubunda Kontrol grubuna gore
anlaml olarak arttigi, Vorinostat+Sisplatin grubunda ise Sisplatin grubuna gore

anlamli olarak azaldig1 goriildi (p<0.05).

Bobrek dokularinda olgiilen MDA degerlerinin Sisplatin grubunda Kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttigi (p<0,05), Vorinostat+Sisplatin
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grubunda ise Sisplatin grubuna gore anlamli olarak azaldigi goriildii (p<0,05) (Sekil
8).

MDA
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FlaTa's
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1000

Kontro Sieplatin SeplatineVorinostat Vorinostat

Sekil 8. Biitiin gruplarda MDA diizeyleri (nmol/gr) (n=8) ( a-b p<0.05, b-c p<0.05)

5.3. Histopatolojik bulgular

Kontrol grubu: Kontrol grubuna ait incelemede normal histolojik yapilar izlendi.
Glomertl yapisi, proksimal ve distal tiibiillerin histolojik acidan normal ve firgamsi

kenar yapilarinin korunmus oldugu gortildii (Resim 4 ve Resim 5)
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Resim 4: Kontrol grubu. Korunmus tiibiiler organizasyon (H&E, 20x10)
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Resim 5: Kontrol grubu. Korunmus firgamsi kenar (PAS, 20x10)

Sisplatin grubu: Sisplatin gurubunda yapilan incelemede bobrekte biitlinliigiin
bozuldugu gorildii. Tibiiler epitelde niikleus kaybi ile karakterize prenekrotik
degisiklikler, tiibiil epitel hiicresi niikleuslarinda belirgin rejeneratif degisiklikler,
tiblil bazal membraninda yer yer kalinlasma (Resim 6) ve tiibiil epitellerinde
firgams1 kenar kaybi, tiibiil epitellerinde niikleus kaybi (prenekrotik degisiklikler)
(Resim 7) gibi belirgin yapisal degisiklikler izlendi.
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Resim 6: Sisplatin grubu. Siyah ok: Tiibiil epitellerinde niikleus kaybr ile karakterli
prenekrotik degisiklikler, Lacivert ok: Tiibtil epitel hiicresi niikleuslarinda belirgin rejeneratif
degisiklikler, Yesil ok: Tiibiil bazal membraninda yer yer kalmlasma (H&E, 20x10)
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Resim 7: Sisplatin grubu. Koyu yesil ok: Tiibiil epitellerinde firgamsi kenar kayb,
Kahverengi ok: Tiibiil epitellerinde niikleus kaybi (prenekrotik degisiklikler) (PAS, 20x10)

Vorinostat+Sisplatin grubu: Bu grupta yapilan incelemede sisplatine bagli olarak
bozulan biitiinliigiin +vorinostat ile korundugu goriildii. Hafif tiibiiler dilatasyon,
tiibiil epitellerinde hafif hidropik dejenerasyon, hafif eozinofilik dejenerasyon (Resim
8) ve fokal tiibiiler cast formasyonu, tiibiiler organizasyon ve tiibiil epitelyum
hiicrelerinin korundugu izlendi (Resim 9).

Resim 8: Vorinostat+Sisplatin grubu. Hafif tiibiiler dilatasyon, tiibiil epitellerinde hafif

hidropik dejenerasyon, hafif eozinofilik dejenerasyon (H&E, 20x10)
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Resim 9: Vorinostat+Sisplatin grubu. Fokal tiibiiler cast formasyonu, tiibiiler organizasyon
ve tiibiil epitelyum hiicreleri (PAS, 20x10)

Vorinostat grubu: Bu grupta yapilan incelemede tiibiiler epitel hiicrelerinin ve
tiibiiler formasyonun korundugu, vorinostatin  bobrek dokusunda herhangi bir

degisiklik yapmadigi goriildii (Resim 10 ve 11).
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Resim 11: Vorinostat grubu. Korunmus tiibiil epitel hiicreleri (PAS, 20x10)
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5.4. Western-Blot analizleri
Doku TNF-alfa, p21 ve PUMA-alfa protein ekspresyon diizeyleri

Doku TNF-alfa protein ekspresyon diizeyleri incelendiginde; Sisplatin grubunda
TNF-alfa protein ekspresyonunun Kontrol grubuna kiyasla istatiksel olarak anlamli
sekilde arttig1 (p<0,05), Vorinonstat+Sisplatin grubunda ise TNF-alfa protein
ekspresyonunun, Sisplatin grubuna kiyasla anlamli olarak azaldigi goriilmiistiir
(p<0,05) (Sekil 10).

Doku p21 protein ekspresyon diizeyleri incelendiginde; Sisplatin grubunda p21
protein ekspresyonunun Kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli sekilde arttigi
(p<0,05), Vorinonstat+Sisplatin grubunda ise p21 protein ekspresyonunun, Sisplatin

grubuna kiyasla anlamli olarak azaldig1 goriilmiistiir (p<0,05) (Sekil 10).

Doku PUMA-alfa protein ekspresyon diizeyleri incelendiginde; Sisplatin grubunda
PUMA-alfa protein ekspresyonunun Kontrol grubuna kiyasla istatiksel olarak
anlaml sekilde arttig1 (p<0,05), Vorinostat+Sisplatin grubunda ise TNF-alfa protein
ekspresyonunun, Sisplatin grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
azaldig1 goriilmiistiir (p<0,05) (Sekil 10).

Vorinostat vorinostat
Kontrol Cisplatin +cisplatin
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Sekil 9. Actb, TNF-alfa , p21 ve PUMA-alfa proteinlerine ait western-blot bant gériintiisii

52



Protein Ekspresyon Duzeyleri
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Sekil 10. Gruplara gore doku protein ekspresyon diizeyleri (%)(n=8) (a-b p<0.05, b-c
p<0.05)
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6. TARTISMA

Antineoplastik ilaglar, kontrolsiizce ¢ogalan kanser hiicrelerini yok ederken,
viicudun hizli ¢ogalan normal hiicrelerine de zarar verirler. Bu nedenle ¢ogu kanser
ilac1, kemik iligi hiicreleri ve gastrointestinal sistem epitel hiicreleri gibi hizli gogalan
hiicrelere sahip dokularda yan etki ortaya ¢ikarir (130). Bunun yaninda hizli ¢ogalan
hiicrelere sahip olmasa da bobrekler de kardiyak outputun %25’ini karsilamasi,
toksinleri emilim ve sekresyon asamalarinda konsantre etmeleri, transport
proteinlerinin intraseliiler toksin konsantrasyonunu artirmasi, genis liimen ylizey
alan1 ve genis biyotransformasyon kapasitesinden (4) dolay1 antineoplastik ilaglarin

hedefinde yer almaktadir.

Sisplatinin kullanildigi kemoterapi protokollerinin en 6nemli yan etkilerinden
birisi nefrotoksisitedir ve bu durum oksidatif stres, DNA etkilesimi, inflamasyon,
mitokondriyal disfonksiyon, tiibiil epitel hiicrelerine direkt toksik etki (3) gibi altta

yatan mekanizmalarla klinikte akut bobrek hasari olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Vorinostat, HDAC enziminin in vivo ve in vitro geri goniislii inhibitoridiir
(123) ve asetile edilmis H3 ve H4 histonlarinin akiimiilasyonunu artirarak direkt
olarak kromatinin ve dolayisiyla niikleozomun gen diizenleyici faktorlerle olan
iligkisini diizenler (124). Bu ilag  kutanéz T hiicreli lenfoma tedavisinde
kullanilmakta ve etkisini histon asetilasyonunu artirarak gosterdigi i¢in baska birgok
hastaligin tedavisi i¢in de denenmektedir. Bu nedenle literatiirde vorinostat ile ilgili
yapilmis birgok bilimsel arastirma mevcuttur. Ornegin, ratlarda yapilan diyabetik
nefropati modelli bir ¢aligmada kullanilan vorinostatin, kardiyomiyositlerdeki ATP
igerigini, metabolik aktiviteyi ve reaktif oksijen radikali seviyesini olumlu yonde
degistirerek diyabete bagli gelisen kardiyomiyosit kontraktil disfonksiyonu
lyilestirdigi gosterilmistir (18).

Histon deasetilaz inhibitorleri, kemoterapdtik ajanlar olarak gelistirilmislerdir.
Yiiksek konsantrasyonlarda bobrek epitel hiicrelerinde apoptozu indiikledikleri
bildirilmistir (6). Ancak diisiik dozlarda sisplatinin neden oldugu apoptoza Kkarsi
koruyucu olduklari in vitro olarak gosterilmistir (131). Yapilan bir ¢alismada p21’in
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sisplatinin neden oldugu akut bobrek hasarini 6nledigi gosterilmistir (132). PUMA-
alfa’nin da sisplatin verilen hiicre gruplarinda p53 artis1 ile paralel olarak arttigi
gosterilmistir (70). pS3°iin transkripsiyon regiilasyonundaki iki hedefi olan PUMA-
alfa (p53 upregulated modulator of apoptosis alfa) ve PIDD (p53 induced protein
with a death domain), sisplatin nedenli hiicre 6liimiinde p53 aktivitesini diizenlerler.
PUMA-alfa ise sisplatin tarafindan p53 bagimli olarak indiiklenen bir proapoptotik
proteindir (70). Calismamizda Western-Blot analizi ile sisplatinin tek basina PUMA-
alfa’y1 artirdigini, sisplatin ile birlikte verilen vorinostatin ise PUMA-alfa’y1

azalttigini kaydettik.

Vorinostatin antitlimoral ozelligi ilk olarak CWR22 insan prostat tiimor
hiicrelerinin farelere nakledilmesi ile gosterilmistir. Vorinostatin kontrollii ve
intraperitoneal (i.p.) olarak 50 mg/kg/giin dozunda uygulanmasi sonucu timor
hacminde ortalama %97 oraninda bir azalma go6zlenirken herhangi bir toksisite
saptanmamistir(123). Dong ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada; renal proksimal
tiibiil hiicre kiiltiirinde sisplatinin neden oldugu apoptozun vorinostat tedavisi ile
nasil degistigine bakilmis. SuM vorinostat 6n tedavisi i¢in hiicreler 1x106 35 mm
hiicre kabmna bir giin sonrasinda 5pM son vorinostat dozuna yetisecek sekilde
yerlestirilmis. Son dozdan 6 saat sonra 20uM sisplatin ile 1 pM vorinostat varliginda
hiicreler inkiibe edilmis. Bu calismanin sonuglarina gore; sisplatin %53 oraninda
apoptoza neden olurken, vorinostat bu oram1 %21’e diisiirmiistiir. Vorinostatin uzun
donem etkilerini gérmek i¢in sisplatin verilisinden 48 saat sonra hiicre parametreleri
incelenmistir. Bu calismaya gore vorinostatin renal hiicre koruyucu etkisinin sadece
doza bagh degil doz ile birlikte vorinostatin ne kadar siire ile verildigine de bagh
oldugu bildirilmistir (133). Bizim ¢alismamizda da sisplatin verilen gurupta p21’in
anlamli derecede arttig1, sisplatin ile beraber vorinostat verdigimiz gurupta ise p21°in
anlamli derecede azaldigi, sadece sisplatin verilen gurupta artan PUMA-alfa’nin da
sisplatin+vorinostat gurubunda anlamli derecede azaldig1 tespit edildi. Bu da
vorinostatin sisplatinin neden oldugu apoptozu azalttigi yoniinde bir gosterge olarak
kabul edildi. Ayrica p21’in sisplatin verilmesiyle beraber artmasini, ortaya cikan
apoptozu baskilamak i¢in organizmanin dogal bir yaniti oldugunu ve vorinostat

verilmesiyle birlikte p21 ekspresyonunun azalmasini ise vorinostatin sisplatin
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nefrotoksisitesine karsi koruyucu oldugunun rolatif bir gostergesi olarak kabul ettik
(66).

Yapilan bir c¢alismada tek basina sisplatin verilen grupta renal glutatyon
seviyelerinde anlamh bir diisiis, lire, kreatinin, MDA, TNF-alfa, p53 ve niikleer
faktor kappa B seviyelerinde belirgin artis goriilmiis, sisplatin ile birlikte diisiik doz
vorinostat verilen grupta ise yukaridaki tiim parametrelerin olumlu yonde degistigi
gozlenmistir (134). Ayn1 calisma iizerinden sisplatin hepatotoksisitesi lizerine
vorinostatin koruyucu etkilerinin yapildig1 calismada (135) ise hepatik hasarin
gostergelerinden biri olarak kabul edilen MDA’ ’nin sisplatin verilen grupta anlamli
olarak arttig1 ve sisplatin ile birlikte vorinostat verilen grupta anlamli olarak azaldig:
goriilmiistiir. Butler ve arkadaslarinin yaptigi calismada; 25 ya da 50 mg/kg
vorinostatin H3 ve H4 total asetilasyonunu artirdigi goériilmistiir (123). Bizim
calismamizda da 50 mg/kg vorinostat kullanildi ve yukarida aktarilan verilere benzer
bicimde; sisplatin verilen grupta iire, kreatinin, MDA, TNF-alfa degerlerinde belirgin
bir yiikselme; sisplatin ile birlikte vorinostat verilen grupta ise tiim bu degerlerde
istatistiksel olarak anlamli azalma kaydedildi. Farelerde glioksalatin olusturdugu
bobrek hasarina karsi vorinostatin kullanildigi bir caligmada vorinostat verilen grupta
MDA seviyelerinin azaldig1 ve apoptozun daha az meydana geldigi tespit edilerek
vorinostatin  glioksalatin fare bobreginde olusturdugu hasar1 azalttigi ortaya
konmustur (136). Bizim c¢alismamizda da vorinostat+sisplatin grubunda MDA

seviyelerinin sisplatin grubuna gore anlamli olarak azaldigini1 gosterdik.

TNF-alfa, bir¢ok enfeksiydz ve inflamatuar hastalikta basrolde olan prototipik
bir inflamatuar sitokindir. Anti-TNF tedavileri; psoriyazis, romatoid artrit ve
inflamatuar barsak hastaliklar1 gibi belirgin inflamatuar hastaliklarda yaygin olarak
kullanilir. Deng ve arkadaslarinin (78) ve Kelly ve arkadaslarimin (77) yaptig1 fare
caligmalarinda, sisplatin nefrotoksisitesinde TNF-alfa’nin renal ekspresyonunun
arttig1 gosterilmistir. Bagka bir calismada ise vorinostatin insan PBMC (periferik
insan mononiikleer hiicreleri)’de lipopolisakkarit (antijen) nedenli TNF-alfa, IL-
1beta, IL-12 ve IFN-gama’y1 inhibe ettigi gosterilmistir (125,126). Bu ¢alismaya
gore; vorinostatin in vitro olarak mezengiyal hiicrenin inflamatuar medyator

tiretimini bloke ettigi goriilmiistiir. Calismamizda Western-Blot yontemi ile elde
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ettigimiz verilere gore sisplatin ile rat bobrek dokusunda TNF-alfa’nin anlaml
derece arttigin1 ve vorinostat verildikten sonra TNF-alfa’nin anlamli derecede

azaldigini tespit ettik.

Calismamizda elde ettigimiz histopatolojik verilere gore rat bobrek
dokularinda kontrol grubu ile Kkarsilastirildiginda; sisplatin grubunda tiibiil
epitellerinde niikleus kaybi seklinde prenekrotik degisiklikler ve fircamsi kenar
kaybi, sisplatin+vorinostat grubunda hafif tiibiiler dilatasyon, tiibiil epitellerinde hafif
hidropik dejenerasyon, hafif eozinofilik dejenerasyon ve fokal tiibiiler cast
formasyonu, vorinostat grubunda ise tiibiiler yapilarin korundugu goriilmistiir.
Yapilan benzer bir ¢alismada sisplatin verilen sicanlardaki patolojik hasar, tiibiillerde
ortaya c¢ikmig ve tiibiiler atrofi, epitel deskuamasyonu, debris, tiibiiler limende
nekrotik materyal ve interstisyel dokuda lenfosit yogunlugu ile kendini gostermis ve
ire ve kreatinin yiiksekliginin de patolojik hasarla korelasyon gdsterdigi goriilmiistiir
(137). Bizim ¢alismamizda da sisplatinin ortaya ¢ikardigi patolojik hasarla beraber
tire ve kreatinin yiiksekligi birliktelik gostermis ve sisplatin ile beraber vorinostat

verildiginde patolojik hasarla beraber iire ve kreatinin de azalmistir.

Nefrotoksisiteye bagli olarak ortaya ¢ikan vaskiiler hasar sonucu izole perfiize
bobrekte daha dnce yapilan ¢alismalarda renal kan akiminin bozuldugu, perfiizyon
basmcinin  buna bagli olarak yiikseldigi bildirilmistir (138,139). Sisplatin
nefrotoksistesi ilizerine vorinostatin etkilerinin arastirildigi 6nceki calismalarda, izole
perfiize bobreklerde renal basing degisimleri incelenmemistir. Yaptimiz galismada
Langendorff diizenegi kullanilarak izole perfiize bobreklerin renal perfiizyon
basinglar1 Olgiildii; bobrek basinglarinin sisplatin verilen grupta, kontrol grubuna
gore arttig1 ve sisplatin ile birlikte vorinostat verilen grupta anlamli olarak azaldigi
goriildii. Bu da sisplatinin bobrekte olusturdugu hasara baglh olarak vaskiiler direnci
artirdigini, vorinostatin ise koruyucu etkisi ile olusan direnci azalttigim

gostermektedir.

Sonu¢ olarak Vvorinostatin kemoterapi tedavisi alan kanser hastalarinda

sisplatinin neden oldugu nefrotoksisiteye karsi koruyucu etkileri oldugu goriildi.
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7.SONUC VE ONERILER

Yaptigimiz bu g¢alismada, sisplatine bagli ortaya ¢ikan nefrotoksisitede lipid
peroksidasyonu, inflamasyon ve apoptozis gibi mekanizmalarin rolii oldugu ve
bunlara bagli olarak ortaya ¢ikan patolojik degisimlerin vorinostatin etkisiyle
hafifletilerek nefrotoksisitenin azaltilabilecegi anlasilmistir. Sisplatinin nefrotoksik
etkisini 6nlemeye yonelik, olas1 mekanizmalar1 ortaya koyacak ve aydinlatacak ileri

caligmalar sisplatinin klinik kullanimina katki saglayacaktir.
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E-posta yasaryildirim2000@yahoo.com
Egitim Diizeyi

Mezun Oldugu Kurumun Adi Mezuniyet Yili
Doktora/Uzmanhk
Tezli Yiiksek Lisans
Tezsiz Yiiksek Lisans
Lisans Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi 2008
Lise

is Deneyimi

Gorevi Kurum Siire (Y1l - Y11)
1  Pratisyen Doktor Diyarbakir il Saghk Miidiirliigii 2008-halen
2
3
Yabanci Dil Sinav Notu
KPDS/UDS/YDS | YOKDIL | IELTS TOEFL TOEFL TOEFL FCE CAE CPE
IBT PBT CBT
90
Sayisal Esit Agirhk Sozel
ALES Puam 85.321 82.629 79.317
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10. EKLER

10.1. Etik Kurul Karar

T.C.DICLE UNIVERSITESI o )
PROF. DR. SABAHATTIN PAYZIN SAGLIK BiLIMLERI
ARASTIRMA VE UYGULAMA MERKEZI
HAYVAN DENEYLERIiI YEREL ETiK KURULU
(DUHADEK)

ETIiK KURUL KARARI

‘L TOPLANTI TARIHI KARAR NO TOPLANTI SAYISI }
L 20.10.2017 v 4 =5 7 I ——
KARAR

Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji Anabilim Dah Ogretim Uyesi Prof. Dr. Meral ERDINC’in
yiiriitiiciisit oldugu  Arastirmaci Yasar YILDIRIM, Dog. Dr. Ilker Kelle, Dog¢. Dr. Hasan Akkog,
Ars.Gor.Meryem Seyda KAYA, Uzm. Ecz. Zeynep Erdogmus, Ars. Gor. Emre Uyar, Prof.Dr.Levent
ERDINCin yardimer arastirmaci olarak yer aldigi, “histon deasetilaz inhibitérii vorinostatin ratlarda
olusturulan sisplatin nefrotoksisitesi iizerine koruyucu etkileri” baslikli ve 2017/16 protokol numarali

calhisma;
Deney T = '(‘;lll A_. Cinsiyeti Sayisi E Yam E— 1'
Hayvaninin Si¢an (Sprague- 5 i 5 gy
= ~ Dawley) e TS g

Etik Kurulumuzca goriistilmiis olup arastirmanin oy ¢okl

Prof. D

Yrd. Dog¢. Dr. ALABALIK
(RAPSRTOR)

/){l 20/ Q‘ -

Prof. Dr. EbrT INCE BOSTANCI
(UYE)

N
Yrd. Dog. Dr Rk KOCHAN Yrd. Dog. Dr. .\j@ﬁmlk/\x
(UYE

(UYE)

Osr. Mehmet Yavuz KAHRA z/l/\N Av. Abdullah YAVUZ
(UYE) (UYE)

iletisim: DUBTAM binasi, Zemin Kat, DUSAM laboratuvarlar (ilahiyat Fak. Kargis1) 21280 Sur /DIYARBAKIR
E-posta: dusam@dicle.cdu.tr Sekreterya: 0 412 248 8431 (3956) Vet.Hekim: 0 412 2488001-16 hat (4423)
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10.2. Orijinallik Raporu

DiCLE UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

TEZ INTIHAL FORMU

OGRENCI BILGILERI

ADI VE SOYADI Yagar YILDIRIM

OGRENCIi NO 10856001

EGITIM - OGRETIM YILI | 2020 - 2021

YARIYIL [ Guz X Bahar

ANABILIM DALI Tibbi Farmakoloji AD

PROGRAM [J-Yiiksek Lisans [X] Doktora

Histon Deasitelaz Inhibitorii Vorinostatin Ratlarda Olusturulan

TEZ KONUSU # 3 e o, RN 2 3 e
Sisplatin Nefrotoksisitesi Uzerine Koruyucu Etkileri.
INTIHAL RAPORU BiLGILERI
RAPOR TURU Tez Savunma Sinavi Sonrast
SAYFA SAYISI 1 80
BENZERLIK ORANI % 12
RAPORLAMA TARIHI 10.06.2021

Yukarida baghgi/konusu gosterilen tez ¢aliymamin kapak sayfasi, girig, ana béliimler, sonug ve tartisma
kisimlarindan olusan toplam 80 sayfalik kismina iliskin, 10/06/2021 tarihinde sahsim/tez danismanim tarafindan
Turnitin adh intihal tespit programindan asagida belirtilen filtrelemeler uygulanarak alinmis olan intihal
raporuna gore, tezimin benzerlik orani %12°tir.

Uygulanan filtrelemeler:

XIKabul/Onay sayfalar1 harig,

XKaynakga harig

XAlintilar harig/dahil

[IDiger

Dicle Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Lisansiistii Programlarda Tez Calismasi intihal Raporu
Uygulama Esaslan’m inceledim ve bu Uygulama Esaslari’nda-belirtilen azami benzerlik oranlarina gore tez
calismamin herhangi bir intihal igermedigini; aksinin tespit edilmesi durumunda dogabilecek her tiirlii hukuki
sorumlulugu kabul ettigimi ve vermis oldugum bilgilerin dogru oldugunu beyan ederim.

Geregini saygilanmla arz ederim.

Ogrenci yadi

n Adi
{asar YILQIRI
\4
V i

Prof. Dr. Meral

Formdaki bilgiler bilgisayar ortaminda doldurulmahdir. El yazisi ile doldurulan formlar gegersiz sayilmaktadir.

KGK-FRM-340/00
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10.3. Tez Intihal Raporu

TEZ-HISTON DEASETILAZ INHIBITORU VORINOSTATIN
RATLARDA OLUSTURULAN SISPLATIN NEFROTOKSISITESI
UZERINE KORUYUCU ETKILERI

ORIFMALLE RAPORL

w12 %12 ) %2

BEMZEALIK EMDEXSI INTERMET KAYMAKLARI  YAYIMLAR SERENC SDEVLERI

BIRINMCOL EAYMAKLAR

docplayer.biz.tr

n Irrl:-mne?l-ﬂayynag: %4
acikerisim.dicle.edu.tr

Intermear Kaynag %2

acikerisim.dicle.edu.tr:8080 2
Intermer Kaynag %
kutup.dicle.edu.tr

Irr:mnetaa-ymg: %1
ibiomedsci.biomedcentral.com

{rr[-EInEI:H,aynagn {%1

ﬂ cms.galenos.com.tr = 1
Intermer Kaynag kL
nek.istanbul.edu.tr:44.4.4

Initermet Baynag {%1

Luyu Qi, Qun Luo, Yanyan Zhang, Feifei Jia, {%1

Yao Zhao, Fuyi Wang. "Advances in
Toxicological Research of the Anticancer Drug
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